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AFKORTINGEN 
ALS antilymphocytic serum. 
CPE cytophatic effect. 
CPM counts per minute. 
DNA desoxyribonucleic acid. 
LDso 50% lethal dose. 
MEM-S minimal essential medium for suspension culture (Eagle 1959). 
MHV-3 mouse hepatitis virus strain MHV-3. 
MHV-S mouse hepatitis virus strain MHV-S. 
MLR mixed lymphocyte reaction. 
a-NPO a-naphtyl phenyloxazole. 
PBS phosphate buffered saline (Dulbecco and Vogt 1954). 
PFU plaque forming unit. 
PHA phytohemagglutinine. 
PPD purified protein derivate. 
PPLO pleuropneumonialike organism. 
PPO 2,5-diphenyloxazole. 
RNA ribonucleic acid. 
TCID50 50% tissue culture infectious dose. 
VSV vesicular stomatitis virus. 
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HOOFDSTUK I 
LITERATUUROVERZICHT 
HISTORISCH OVERZICHT 
Hoewel de transformatie van lymphocyten in kweken in vitro tot cellen van een 
ander type, vooral de laatste jaren het onderwerp is van uitgebreide systema-
tische studies, die aanwijzingen hebben geleverd voor de pluripotente natuur 
van deze celsoort, zijn reeds veel vroeger argumenten aangevoerd voor de diver-
se potenties van de lymphocyt. Ruffer (1890) bestudeerde de reactie van de 
appendix en de tonsillen op bacteriële besmetting en kwam niet alleen tot de 
conclusie, dat lymphocyten over kunnen gaan in macrophagen, maar veronder-
stelde zelfs dat een macrophaag niets anders was dan een lymphocyt, die een 
nieuwe taak op zich neemt. Metchnikoff(i 888) wiens werk over het mechanisme 
van de ontstekingsreactie nog altijd actueel is, beschreef de overgang van 
lymphocyten in macrophagen en zelfs in epitheloïde cellen in door Mycobacte-
rium tuberculosis besmette longen van proefdieren. Maximow (1905) die de 
transformatie van lymphocyten bestudeerde in kamertjes welke in het onder-
huids bindweefsel van konijnen waren geplaatst, kwam tot de conclusie, dat de 
overgang van lymphocyten in macrophagen in luttele uren plaats vindt en dat 
juist door veronachtzaming van de eerste uren van het ontstekingsproces dit 
verschijnsel niet opgemerkt wordt. Ook door vele andere onderzoekers zijn 
reeds vóór 1950 aanwijzingen geleverd voor de transformatie-mogelij kheid van 
lymphocyten in macrophagen. Wij noemen slechts het werk van Bergel 
(1920), Finlayson en Latta (1940) Rey (1943) en Good (1950). Het nadeel van 
vele van deze onderzoekingen was, dat er gebruik werd gemaakt van conven-
tionele histologische technieken; de cellen werden bestudeerd aan de hand van 
coupes van organen waarin zich het ontstekingsproces afspeelt. Het gebruik 
van deze weinig verfijnde methode ter differentiëring van kleine morfologische 
verschillen is discutabel, aangezien de cellen in deze coupes sterk op elkaar 
lijken en fijne nuanceringen nauwelijks mogelijk zijn. Verdere kritiek betreft de 
nogal subjectieve interpretatie van de richting van het differentiatieproces. Men 
vond in de loop van het onderzoek een reeks van cellen, die een morfologische 
gelijkenis vertoonden met verschillende overgangsstadia tussen lymphocyt en 
macrophaag. Deze bevinding vormde de enige aanwijzing voor de richting van 
het differentiatieproces. In de loop der jaren zijn de methodieken voor in vivo 
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studies allereerst verfijnd door invoering van 'skin window'-technieken en door 
toepassing van oorkamertjes, waardoor het mogelijk werd de processen continu 
te volgen. Veelbelovender waren echter de steeds meer toegepaste in vivo 
labelingstechnieken. Door toepassing van deze technieken zijn Volkman en 
Gowans (1965) erin geslaagd het aannemelijk te maken, dat macrophagen af-
geleid zouden kunnen zijn van zowel monocyten als van een 'lymphocyt-achtige 
cel', afkomstig uit het beenmerg. 
Naast dit korte overzicht van in vivo studies verdienen de in vitro studies, 
welke aanvankelijk moeizaam verliepen maar later door verbetering van kweek-
methoden en door de toepassing van geschikte vloeibare media veel meer succes 
hadden, de meeste aandacht. Van de oudste in vitro studies moeten vooral de 
experimenten van Maximow (1927) en Bloom (1927) genoemd worden. 
Maximow kweekte lymphoid weefsel op kippeplasmastolsels, beschreef de vor-
ming van macrophagen uit gemobiliseerde reticulumcellen en nam waar, dat 
ook lymphocyten in staat zijn in macrophagen over te gaan. Hij beschreef de 
uitgroei van lymphocyten en monocyten tot zogenaamde 'polyblasten'. Hij 
stelde dat de lymphocyt een monocytachtige fase doorliep tijdens dit trans-
formeringsproces en wees op de grote gelijkenis tussen deze getransformeerde 
lymphocyten en mononucléaire cellen, die in ontstekingsexsudaten worden 
aangetroffen. Bloom slaagde erin de overgang van in vitro gekweekte, uit 
de ductus thoracicus afkomstige lymphocyten in macrophagen aan te tonen. 
Andere schrijvers, zoals Berman (1942) en De Bruyn (1945) hebben deze waar-
neming bevestigd. Hiertegenover stond de opvatting, dat de lymphocyt als een 
inerte cel moet worden beschouwd, als een eindcel, die niet in staat is tot het 
ondergaan van enige morfologische veranderingen in vitro. Deze opvat-
ting werd onder anderen verdedigd door Lewis en Webster (1921), Carrel en 
Ebeling (1922) en Lady Jean Medawar (1940). Deze onderzoekers namen aan, 
dat de in hun kweken voorkomende macrophagen van monocyten zouden zijn 
afgeleid. Uit recente in vitro onderzoekingen van Berman en Stulberg (1962), 
Gough e.m. (1965), Elves e.m. (1966) en Jones (1966) is nu echter overtuigend 
vast komen te staan, dat lymphocyten in staat zijn in een kweek over te gaan tot 
actief phagocyterende cellen, die niet te onderscheiden zijn van de histiocyten 
van het reticuloendotheliaal systeem. 
De lymphocyt, lang beschouwd als een celsoort, die slechts gekarakteriseerd 
kon worden naar zijn negatieve eigenschappen, kwam echter pas in de volle 
belangstelling te staan met de ontdekking van de mitogene eigenschappen van 
het phytohemagglutinine (PHA). In een inmiddels klassiek geworden publikatie 
beschreven Hungerford e.m. in 1959 het ontstaan van grote primitieve cellen 
in leukocytenkweken in vitro. Naast deze grote primitieve cellen worden in deze 
kweken talloze cellen aangetroffen in verschillende fasen van de delingscyclus. 
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Aan Nowell (i960) komt evenwel de eer toe te hebben aangetoond, dat PHA de 
stof is, die verantwoordelijk gesteld moest worden voor de inductie van de 
versterkte delingspotentie van de leukocyten in vitro. Het practisch belang van 
deze ontdekking voor het genetisch onderzoek overschaduwde lange tijd de 
discussies omtrent de oorsprong der blastcellen en delende cellen in de PHA-
behandelde Ieukocytenkweken. Zowel Hungerford e.m. als Nowell veronder-
stelden, dat deze blastcellen afgeleid waren van monocyten en van grote lympho-
cyten. Castairs (1961) heeft als eerste aangetoond dat de kleine lymphocyt als 
voorloper en stamcel van de blastcel beschouwd moest worden. Door gebruik 
te maken van de phagocyterende eigenschappen van polymorphonucleaire leu-
kocyten en monocyten wist hij deze cellen te scheiden van de lymphocyten. 
Phagocyterende cellen die steriel ijzervijlsel hadden opgenomen, werden door 
middel van een sterke magneet aan het glas gehecht, terwijl de bovenstaande 
vloeistof, die niet-phagocyterende cellen bevatte, voorzichtig werd afgeschon-
ken. Uit deze voor 83 % uit kleine en voor 12 % uit middelgrote en grote 
lymphocyten bestaande kweken, waarvan de contaminatie met monocyten klei-
ner was dan 0,1 %, ontstonden binnen 24 uur na het inzetten van de kweken 
reeds duidelijke morfologische veranderingen. Na drie dagen hadden bijna alle 
cellen een sterk basophiel cytoplasma en bevatten de nuclei duidelijke nucleoli. 
Er waren tevens een groot aantal cellen in verschillende fasen van de delings-
cyclus. Tegelijkertijd was de concentratie der kleine lymphocyten gedaald van 
83 % tot 25 % der kernhoudende cellen, terwijl het totale aantal cellen slechts 
met 10% was gedaald. De bevindingen en conclusies van Castairs zijn later 
telkens weer bevestigd door vele onderzoekers, die - gebruik makend van ver-
fijnde methoden ter verkrijging van een zuivere Iymphocytensuspensie - de 
overgang van deze kleine lymphocyten in blastcellen constateerden. 
Het onderzoek naar de stimuleerbaarheid van lymphocyten in vitro heeft het 
bestaan van talrijke niet-specifieke en specifieke mitogene agentia aan het licht 
gebracht. De in vitro blastoïde tranformatie van lymphocyten afkomstig van 
donores, die overgevoelig zijn voor tuberculine, wordt mogelijk gemaakt door 
toevoeging van PPD aan de kweken. Deze transformatie onder invloed van een 
specifieke prikkel werd onafhankelijk van elkaar door verschillende onder-
zoekers beschreven (Pearmain e.m. 1963, Schrek 1963, Marshall en Roberts 
1963). Het belang van deze transformatie is, dat het een in vitro model verschaft 
voor het vaststellen van overgevoeligheid. Overigens hadden Timofejewsky en 
Benewolenskaja reeds in 1927 de mogelijkheid geopperd, om in vitro onder-
scheid te maken tussen leukocyten afkomstig van immune en van niet-immune 
donores, aan de hand van de verschillende transformatiemogelijkheid in vitro. 
Zij vermeldden toen al, dat menselijke lymphocyten en monocyten in kweken 
in vitro overgingen in polyblasten en epitheelcellen in de aanwezigheid van 
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tuberkelbacillen, waarbij cellen van immune donores de sterkste veranderingen 
ondergaan. Met vele andere stimuli is men er later in geslaagd in leukocyten-
kweken van voor de betreffende stof gevoelige donores transformatie te verkrij-
gen. Uit deze reeks noemen wij slechts de specifieke antigenen zoals tetanus 
toxoid, diptherie toxoid, poliovirus- en pokkenvirusvaccin (Elves e.m. 1963), 
penicilline (Hirschhorn e.m. 1963) en graspollen (Lycette en Pearmain 1963). 
Van de belangrijke mitogene stimuli, die evenals PHA in staat zijn lymphocyten 
in vitro te transformeren, is het antilymphocytenserum (ALS) een van de be-
kendste. Grasbeck e.m. (1963) immuniseerden konijnen met menselijke lympho-
cyten en namen waar dat toevoeging van de van deze konijnen afkomstige sera 
aan kweken van menselijke lymphocyten in vitro leidde tot blasttransformatie. 
In 1964 beschreven Bain e.m. de transformatie, welke optrad wanneer lympho-
cyten van twee niet verwante donores samen werden gekweekt. Deze reactie 
bleek een primair immunologische reactie in vitro te zijn, tegen histocompati-
biliteitsantigenen van homologe cellen. In talrijke onderzoekingen is aandacht 
besteed aan deze zogenaamde 'mixed lymphocyte reaction' (MLR), waarbij de 
mogelijkheid van een toepassing ervan als een in vitro histocompatibiliteitstest 
in verschillende laboratoria wordt bestudeerd. Enkele andere niet-specifieke 
sterke mitogene agentia zijn Streptolysine S (Hirschhorn e.m. 1964), staphylo-
coccenfiltraat (Ling en Husband 1964) en pokeweed-mitogeen, een extract uit 
de plant Phytolacca americana (Farnes e.m. 1964, Chessin e.m. 1966). Deze en 
andere onderzoekingen hebben in de loop der jaren de inzichten omtrent de 
potenties van de lymphocyt ingrijpend gewijzigd. De lymphocyt was van eindcel 
geworden tot pluripotente cel, waarvan de differentiatiemogelijkheid naar ook 
andere celtypen zoals epitheelcellen, fibroblasten, monocyten en reuscellen nog 
steeds onderwerp van discussie is. 
ANATOMIE VAN DE LYMPHEKLIEREN VAN DE MUIS 
We volstaan met een korte beschrijving van de voornaamste lympheklieren die 
in ons onderzoek zijn gebruikt. Bij bestudering en beschrijving hiervan zijn we 
uitgegaan van de klassieke studie, die door Thelma Dunn (1954) aan dit onder-
werp is gewijd. Bij de naamgeving der klieren is gebruik gemaakt van de door 
de genoemde auteur gekozen nomenclatuur. Voor onze experimenten hebben 
we gebruik gemaakt van de oppervlakkige en diepe cervicale lympheklieren, de 
axillaire lympheklieren, de brachiale lympheklieren, de inguinale lympheklieren 
en de mesenteriale lympheklier. De muizen werden gedood met ether- en/of 
chloroform-narcose, en werden op de rug gefixeerd; de huid werd na reiniging 
met 70 % alcohol via een mediane snede los geprepareerd en opgespannen. 
Hierdoor worden de inguinale klieren zichtbaar, die ter hoogte van de splitsing 
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van de arteria epigastrica liggen. De vrij grote klieren liggen ingebed in het 
onderhuids bindweefsel, waaruit zij gemakkelijk kunnen worden vrijgemaakt. 
Deze klieren zijn zonder enige moeite te lokaliseren. De oppervlakkige cervi-
cale lympheklieren worden gevormd door twee kliertjes ter hoogte van de 
oorspeekselklier. De diepe cervicale lympheklieren, meestal moeilijk te vinder, 
liggen ingebed in het bindweefsel tussen musculus sternocleidomastoideus en 
musculus infrahyoideus. De axillaire lympheklieren zijn vrij groot en zeer ge-
makkelijk te lokaliseren in de fossa axillaris. De brachiale lympheklier wordt 
bereikt na verwijdering van musculi scapularis, waarna deze matig grote klier 
in het onderhuids bindweefsel in de buurt van de buik van de musculus biceps 
zichtbaar wordt. Voor het bereiken van de mesenteriale lympheklier wordt het 
buikvlies overlangs doorgeknipt en worden vervolgens de darmtracti voorzich-
tig naar links verschoven, waardoor het mesenterium à vue wordt gebracht. De 
grote gelobde mesenteriale lympheklier ligt ingebed in het mesenterium van het 
colon ascendens. De genoemde klieren zijn met uitzondering van de mesen-
teriale klier bilateraal aangelegd. Met voorbijgaan aan verschillen gebaseerd 
op stamverschillen volgt hier het histologisch beeld van de inguinale lymphe-
klier. Histologisch kan men aan de inguinale klier drie gebieden onderscheiden. 
De cortex, van de kapsel gescheiden door een randsinus, is rijk aan lymphocy-
ten. Men kan er een wisselend aantal lymphatische noduli in aantreffen, terwijl 
het aantal kiemcentra afhankelijk is van de functionele toestand van de lymphe-
klier. Grenzend aan deze cortex vindt men een intermediaire zone, samen-
gesteld uit recticulaire vezels en reticulumcellen, waarin het aantal lymphocyten 
eveneens zeer talrijk is. Deze zone bevat echter nooit lymphatische noduli. Bij 
oudere muizen bestaat deze intermediaire zone voornamelijk uit plasmacellen. 
Het meest centrale deel van de lympheklier wordt gevormd door de medulla, 
waarin mergstralen voorkomen bestaande uit reticulaire vezels, reticulumcellen, 
lymphocyten en médullaire sinussen; er worden nogal wat monocyten in aan-
getroffen. In de médullaire sinus komen bij oude muizen veel macrophagen en 
mestcellen voor. Soms treft men in de medulla van de lympheklieren tekenen 
aan van hematopoiesis, zich uitend in de aanwezigheid van kernhoudende rode 
cellen, myelocyten en megakaryocyten ; dit komt echter zelden voor en slechts 
indien de vraag naar nieuwe rode cellen sterk is toegenomen. 
Samenvattend kan gesteld worden dat een suspensie verkregen door fragmen-
tatie en leegpersen van lymphoïde organen een nogal heterogene celpopulatie 
bevat. Aangezien onze experimenten zich richten op de relatie tussen virus en 
lymphocyten is in alle gevallen waarin dit noodzakelijk werd geacht, gebruik 
gemaakt van zogenaamde gezuiverde kweken, waarbij door gebruikmaking van 
nog te beschrijven technieken selectief niet-lymphocytaire cellen uit de totale 
suspensie worden verwijderd. 
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DE IN VITRO WERKING VAN PHA 
PHA is een extract verkregen uit bonen van de genus phaseolus. De hemagglu-
tinerende werking ervan werd reeds in 1900 door Landsteiner ontdekt. In 1916 
werd PHA door Dorset en Henley gebruikt om rode cellen te verwijderen uit 
antisera tegen Vibrio cholerae. Li en Osgood (1940) gebruikten PHA om sus-
pensies van leukocyten te verkrijgen, die vrij zijn van contaminerende erythro-
cyten. Osgood en Krippaehne (1955) maakten eveneens van de hemagglutine-
rende eigenschap van PHA gebruik om celkweken van leukocyten te zuiveren 
van erythrocytes In 1959 beschreven Hungerford e.m. het ontstaan van grote 
primitieve cellen in leukocyten-suspensiekweken, waarvan de rode cellen waren 
verwijderd door middel van sedimentatie met PHA. Nowell (i960) kon één jaar 
later overtuigend aantonen, dat de door Hungerford e.m. gevonden blastcellen 
door PHA waren geïnduceerd. 
Het gebruik van PHA heeft een hoge vlucht genomen met de ontdekking van 
haar mitogene activiteit en het belang hiervan voor de cytogenetica. Kleine 
lymphocyten, die gekenmerkt worden door het bezit van een grote nucleus en 
slechts een smalle ring van cytoplasma, ondergaan in kweken, waaraan PHA is 
toegevoegd, karakteristieke veranderingen, die na 48 tot 72 uur leiden tot het 
ontstaan van een blastcel. Blastcellen zijn grote cellen met een sterk ontwikkeld 
basophiel cytoplasma. De kern is groot en bezit een leptochromatisch chroma-
tine netwerk; hij bevat steeds één of meer nucleoli. Deze blastcellen zijn over 
het algemeen twee tot vier maal zo groot als een kleine lymphocyt. Deze grote 
cellen zijn in staat zich te delen en in chromosomenpreparaten, die van deze 
kweken worden gemaakt, vindt men talrijke cellen in verschillende fasen van 
de delingscyclus. 
Van de door PHA in vitro geïnduceerde veranderingen in de stofwisseling van 
de lymphocyt is vooral van belang de beïnvloeding van de RNA- en DNA-
synthese. Mueller en Mahieu (1966) hebben een exponentiële toename van 
RNA-vorming aangetoond onmiddellijk nadat PHA aan kweken van humane 
lymphocyten was toegevoegd. Uit studies, waarbij de incorporatie van 3H-
thymidine en P32 in nieuwgevormd DNA wordt geanalyseerd, blijkt dat de door 
PHA geïnduceerde DNA-synthese in kweken van menselijke lymphocyten on-
geveer na 24 uur begint (Cooper e.m. 1961, Bender en Prescott 1962, Mackinney 
e.m. 1962, Ling en Husband 1964). Wij hebben in dit onderzoek vooral van 
deze, DNA-synthese bevorderende, eigenschap van PHA gebruik gemaakt om 
te weten te komen welke kweekcondities een optimale in vitro proliferatieve 
activiteit mogelijk maken en om anderzijds inzicht te krijgen in de remming 
van de stofwisselingsactiviteit in vitro na virale infectie der kweken. 
Bach en Hirschhorn (1963), Elves e.m. (1963), Parenti e.m. (1966) en Kay (1966) 
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hebben de synthese van eiwitten in kweken van menselijke lymphocyten be-
schreven. Wat de Immunoglobulinen betreft, blijken zowel niet-gestimuleerde 
als gestimuleerde lymphocyten in staat te zijn in vitro IgA, IgG en IgM te 
synthetiseren. Dit is met behulp van immunofluorescentietechnieken aange-
toond door Elves e.m. (1963) voor PHA-gestimuleerde lymphocyten en door 
van Fürth e.m. (1966) voor ongestimuleerde lymphocyten. 
Naast een toename van zure fosfatase en andere lysosomale enzymen (Hirsch-
horn e.m. 1965, Hirschhorn e.m. 1967) toonden Quaglino e.m. (1962) en Gough 
en Elves (1966, 1967) ook een toegenomen synthese van lactodehydrogenase 
in kweken van gestimuleerde lymphocyten aan. 
Er bestaat veel belangstelling voor de door talrijke onderzoekers aangetoonde 
cytotoxische factoren welke door PHA worden geïnduceerd in kweken van 
lymphocyten in vitro. Deze zowel onder invloed van specifieke als aspecifieke 
prikkeling van lymphocyten gevormde stoffen spelen een belangrijke rol in in 
vitro reacties van het delayed type, zoals target cell destructie en migratie-
inhibitie van macrophagen (Zie overzichtsartikel van Granger 1970). 
Van groot belang is in het kader van dit virologisch onderzoek de waarneming 
van Wheelock (1965) dat PHA in kweken van humane lymphocyten in staat is 
interferon te induceren. 
LITERATUUROVERZICHT OVER HET KWEKEN VAN 
MUIZELYMPHOCYTEN IN VITRO 
Bij het begin van dit onderzoek in januari 1969 was het aantal publikaties waar-
in geslaagde pogingen om lymphocyten van muizen in vitro te kweken werden 
vermeld sporadisch; ze werden regelmatig afgewisseld met mededelingen over 
minder geslaagde resultaten. De literatuur over het in vitro kweken van muize-
lymphocyten is de laatste tijd aanzienlijk toegenomen en er zijn standaard-
condities opgesteld voor het succesvol kweken van lymphocyten van muizen 
van alle bekende genetische stammen. Niettemin is het nog mogelijk een vrij 
volledig literatuuroverzicht over dit onderwerp te geven. 
Het ligt wel in de lijn der verwachting, dat steeds meer onderzoekingen zullen 
worden verricht, waarbij gebruik zal worden gemaakt van muizelymphocyten. 
Voor immunologische studies biedt het gebruik van de muis uitzonderlijke 
voordelen; dat er talrijke inteeltstammen van dit dier verkrijgbaar zijn, waarvan 
de verschillen in de H-2 locus bekend zijn, maakt het mogelijk, te werken met 
een dier, waarvan men de genetische achtergronden kent; het verschaft de on-
derzoeker een in vitro model voor de studie der cellulaire herkenning. 
Een van de bekendste publikaties over het kweken van muizelymphocyten in 
vitro is de studie van Willard e.m. (1965), waar tot voor kort steeds naar ver-
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wezen werd wanneer men in literatuuroverzichten de moeilijkheid van het in 
vitro kweken van de lymphocyten van dit proefdier wenste te benadrukken. 
Willard e.m. hebben, in hun poging de juiste kweekcondities te vinden, cellen 
van drie muizestammen gekweekt, waarbij de invloed van variabelen, zoals pH, 
C02-spanning, temperatuur, media en sera in wisselende concentraties, wer-
den onderzocht, zonder er evenwel in te slagen een overlevingsduur en trans-
formatie-index van enige betekenis vast te stellen. Marshall en Roberts (1963), 
Knight e.m. (1965) en Chudina (1965) hebben evenmin als Willard e.m. 
succes geboekt bij hun pogingen, lymphocyten van muizen van verschillende 
stammen in vitro te kweken. Opmerkelijk zijn de mededelingen van Doida en 
Sugahara (1965), die in kweken waarvan het medium uit 50 % serum bestaat 
pas na een kweekperiode van 8 dagen een mitosefrekwentie van enige betekenis 
vonden. Zowel recente als minder recente publikaties vermelden een optimale 
mitosefrekwentie na een kweekperiode van 48 tot 72 uur. Macario (1966) be-
schrijft voor lymphocytenkweken van Rockland-muizen een blasttransformatie 
van 19 % en een mitose-activiteit van 0,5 % na een kweekperiode van 48 uur. 
Hij was niet in staat zijn kweken langer dan 72-96 uur in leven te houden. Eerder 
had Loughman (1965) met leukocyten van A/Heston muizen een mitose-activi-
teit van 0,5 % gevonden. Veelbelovender waren de resultaten van Hybertson en 
Bryan (1967). Gebruikmakend van kweken, voorzien van 20% hypogamma 
kalverserum, verkregen zij met leukocyten van verschillende muizestammen 
blasttransformatie-waarden van meer dan 30 % en mitose-indices tot 3,8 %. 
Deze na een incubatieperiode van 72 uur gevonden waarden verschillen niet 
sterk van de in de meest recente publikaties vermelde percentages. Naast posi-
tieve resultaten vermelden zij echter ook minder succesvolle pogingen bij het 
stimuleren van leukocytenkweken van twee muizestammen. Verschillen in 
stimuleerbaarheid door PHA voor lymphocyten van muizen van verschillende 
inteeltstammen worden echter ook in recente publikaties beschreven. Ook Ray 
en Birnie (1967) verkrijgen in leukocytenkweken van muizen van vijf verschil-
lende stammen een optimale transformatiefrekwentie na een kweekperiode van 
48 uur, terwijl slechts met leukocyten van muizen van twee stammen mitose-
activiteit wordt gevonden. Na vier dagen zijn in deze kweken, die 50 % serum 
bevatten, minder dan 10% der cellen levend; hierdoor wordt benadrukt dat 
alhoewel er in enkele gevallen redelijke resultaten werden geboekt met kweken 
van muizelymphocyten in vitro, de overleving van deze cellen bij de toen 
gebruikte kweekcondities verre van optimaal was; deze kweken leenden zich dus 
niet voor experimenten, waarbij de interactie tussen virus en lymphocyt 
wordt bestudeerd; hierbij is met name een redelijke overlevingsduur van de 
kweken een belangrijke factor. 
De beschrijving van de MLR bij muizen door Heumer e.m. (1968) blijft verre 
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ten achter bij de eerder door Tridente e.m. (1967) met gebruikmaking van het-
zelfde systeem verkregen resultaten. Tridente e.m. slagen erin, muizelympho-
cyten gedurende 5 dagen in vitro te kweken, waarbij met behulp van de radio-
scintillatiemethode een aanzienlijke stimulatie van de lymphocyten kan worden 
aangetoond. Ook de door Main e.m. (1969) beschreven mixed-lymphocyte-
reactie met muizelymphocyten betekent geen essentiële verbetering van de door 
Tridente e.m. bereikte resultaten. 
Een opmerkelijke vooruitgang wordt bereikt door Festenstein (1968) door wie 
een overlevingsduur van 168 uur voor meer dan 25 % der lymphoïde cellen 
wordt gevonden in kweken van lymphocyten van muizen. Matige resultaten 
worden hierna beschreven door Buckton en Nettesheim (1968) die in kweken 
van met pokeweed mitogen gestimuleerde muizelymphocyten slechts in enkele 
gevallen een mitose-index van 1 % vinden bij een overlevingsduur van nog geen 
72 uur. 
De publikatie van Lindahl-Kiessling en Peterson (1969) bevat de eerste resulta-
ten van pogingen te komen tot standaardcondities voor het kweken van muize-
lymphocyten in vitro. Van belang is hierbij vooral het feit, dat hier wordt ge-
wezen op de remmende werking van muizeserum op de transformatie en over-
leving in vitro. Door Metcalf (1968) was eerder gewezen op de remmende wer-
king van ratteserum op de transformatie van rattelymphocyten in vitro en in 
analogie hiermee was door ons, onafhankelijk van Lindahl Kiessling en Peter-
son, de remmende werking van homoloog serum op de overleving en transfor-
matie van muizelymphocyten aangetoond. In de publikatie van Häyri en 
Defendi (1970), welke verschijnt op het moment dat wij onze resultaten aan het 
bewerken zijn, wordt zeer systematisch de invloed van talrijke variabelen in 
kweekcondities op de transformatie en overleving van muizelymphocyten in 
vitro beschreven. Dit onderzoek verschilt, behoudens het feit dat resultaten ver-
kregen uit experimenten met lymphocyten uit peripheer bloed wordt beschre-
ven, slechts in weinig opzichten van de in ons onderzoek gevolgde systematiek 
en methode; de verschillen in bevindingen tussen deze auteurs en de gegevens 
welke uit dit deel van ons onderzoek worden verkregen zijn dan ook waar-
schijnlijk te verklaren uit de verschillen in oorsprong der lymphocyten (lymphe-
klier-lymphocyten versus periphere lymphocyten) en uit verschillen in kweek-
condities. 
De gegevens uit genoemde en eigen onderzoekingen hebben het mogelijk ge-
maakt een in vitro kweek-systeem op te zetten, dat geschikt is voor het verrich-
ten van experimenteel virologisch onderzoek. De hierna nog verschijnende pu-
blikatie van Mangi en Mardiney jr. (1970), waarbij weer de MLR onder de 
loupe wordt genomen biedt geen wezenlijke nieuwe gezichtspunten. Aan een 
recente publikatie van Adler e.m. (1970), hebben wij ondanks het feit dat dit 
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artikel verscheen na de eigenlijke afsluiting van ons onderzoek en na voltooiing 
van de tekst van dit hoofdstuk gemeend niet te kunnen voorbij gaan. De door 
hen toegepaste methoden, waarbij gebruik wordt gemaakt van medium RPMI 
1640 waaraan 5 % vers humaan serum wordt toegevoegd, bevorderen volgens 
deze auteurs een sterke stimuleerbaarheid en lange overleving in vitro van uit 
de milt verkregen muizelymphocyten. De hoge concentratie van arginine in het 
RPMI 1640 kweekmedium en het gebruik van zeer vers humaan serum zijn 
basis-voorwaarden, waaraan volgens deze auteurs voldaan moet zijn voor een 
optimaal functioneren van het systeem. Serum, dat zelfs maar gedurende korte 
tijd bewaard wordt, verliest veel van zijn activiteit, waarbij vooral bewaren in 
koude (4° C) of in bevroren toestand de activiteit van het serum negatief beïn-
vloedt. Gebruik makend van bovengenoemd medium, verkrijgen Adler e.m. 
een overleving van 20-30 % der cellen na een kweekperiode van 10-12 dagen, 
waarbij het aantal cellen na 10 dagen zelfs een tendens vertoont te gaan stijgen. 
Verder is het deze onderzoekers gelukt eveneens met specifieke antigenen enige 
stimulering van muizelymphoïde cellen te verkrijgen. Volgens Adler e.m. komt 
er in het humane serum een factor voor, die door deze onderzoekers beschouwd 
wordt als een natuurlijke muize-agglutinine welke een Immunoglobuline is van 
de IgG en IgM klassen. De interactie tussen dit agglutinine en de muizemiltlym-
phocyten heeft de kenmerken van een specifieke binding van antilichamen met 
antigenen of receptoren aan het celoppervlak. Dit antilichaam werd door de 
schrijvers met de naam anti-muis-lymphocyte-globulin (AMLG) aangeduid. De 
werkzaamheid van dit antilichaam gaat verloren indien het serum bewaard wordt. 
Wij hebben onafhankelijk van Adler e.m. in dit onderzoek aandacht besteed 
aan de invloed van de versheid van het serum op de in vitro reactie van muize-
lymphocyten op PHA-stimulatie. Wij hebben ons criterium voor 'versheid' van 
het serum echter minder scherp gesteld dan de bovengenoemde auteurs omdat 
wij serum dat gedurende minder dan drie weken bij —20o С is bewaard, als 
vers hebben beschouwd. In enkele van onze experimenten werd enige aandacht 
besteed aan het door Adler e.m. benadrukte belang van het absoluut vers zijn 
van het serum. 
TOEPASSING VAN KWEKEN VAN IN VITRO GESTIMULEERDE 
LYMPHOCYTEN VOOR VIROLOGISCH ONDERZOEK 
Talrijke niet-virale agentia blijken in staat te zijn de vermenigvuldiging van 
animale virussen in aan glas gehechte celkweken te stimuleren (DeMaeyer-
Guignard en DeMaeyer 1965, Rapp en Vanderslice 1965, Fiala en Kenny 1966, 
Grossberg e.m. 1966). 
In kweken van menselijke leukocyten wordt door toevoeging van PHA aan het 
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kweekmedium de groei van sommige virussen (herpes simplex virus, Nahmias 
e.m. 1964; bof virus, Duc-Nguyen en Henle 1966; en vacciniavirus, Miller 
en Enders 1968) mogelijk gemaakt, die in ongestimuleerde kweken niet verme-
nigvuldigen; van enkele virussen die in ongestimuleerde leukocytenkweken 
slechts in lage opbrengsten groeien (VSV, Edelman en Wheelock 1966; Polio 
virus, Willems e.m. 1969) wordt door toevoeging van PHA aan de cellen de 
virus-vermenigvuldiging zeer sterk bevorderd. Voor virus-vermenigvuldiging in 
kweken van gezuiverde lymphocyten is de aanwezigheid van PHA in het medium 
noodzakelijk. PHA stimuleert de stofwisseling der lymphocyten en transfor-
meert de inerte lymphocyten tot actief DN A-synthetiserende cellen, zogenaam-
de blastcellen, die als gastheer blijken te kunnen fungeren voor sommige virus-
sen. Virus-groei schijnt niet te kunnen plaats vinden in de ongestimuleerde 
kleine lymphocyt. 
Door onderzoekingen van Edelman en Wheelock (1966) en van Willems en 
Vondrovicova (1970) is aangetoond dat virus-vermenigvuldiging in lympho-
cytenkweken ook kan geschieden, indien door andere mitogene agentia het 
metabolisme der lymphocyten wordt gestimuleerd en de overgang van deze cel-
len in blastcellen wordt bevorderd. Zo bleek, dat stimulering van menselijke 
leukocytenkweken met antilymphocyten serum tot gevolg had, dat de verme-
nigvuldiging van VSV in ongezuiverde leukocytenkweken werd bevorderd en de 
vermenigvuldiging van het virus in gezuiverde lymphocyten-kweken mogelijk 
werd (Edelman en Wheelock 1968). De groei van poliovirus in ongezuiverde 
leukocyten-kweken van donores, gevaccineerd met poliovaccin of tetanus 
toxoid, blijkt sterk bevorderd te worden indien aan deze kweken het geïnacti-
veerde polioantigeen resp. tetanusantigeen wordt toegevoegd (Willems en 
Vondrovicova 1970). Ook in de op deze wijze geïnduceerde blastcellen blijkt 
het virus dus te kunnen vermenigvuldigen. 
Het aantal publikaties over virusgroei in gestimuleerde leukocyten-kweken 
neemt gestadig toe. De virussen, die in PHA-gestimuleerde kweken van lympho-
cyten groeien, laten zich in twee groepen onderscheiden: Virussen die voor hun 
vermenigvuldiging per se de aanwezigheid van PHA in het medium vereisen 
(zoals bofvirus, herpes simplex virus en vacciniavirus) en een tweede groep, die 
in ongezuiverde kweken in lage titers groeit, maar door toevoeging van PHA 
aan het medium een sterke bevordering van het vermenigvuldigingsproces on-
dergaat. Tot de laatste categorie behoren vesicular stomatitis virus (Wheelock 
en Edelman 1968), poliovirus (Willems e.m. 1969) en de 17D vaccin stam van 
het gele koorts virus (Wheelock en Edelman 1969). Het is door Edelman en 
Wheelock (1968), Wheelock en Edelman (1969) en Willems e.m. (1969) aange-
toond, dat resp. vesicular stomatitis virus, de 17-D vaccin stam van het gele 
koorts virus en poliovirus zich in ongezuiverde kweken kunnen vermenigvul-
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digen, omdat zij de monocyt als gastheercel kunnen gebruiken. De door PHA 
en andere mitogenen bevorderde toename van de virus-vermenigvuldiging 
wordt toegeschreven aan het feit, dat naast de monocyt nu tevens de PHA-
geïnduceerde blastcel als gastheercel kan gaan fungeren. In gezuiverde lympho-
cytenkweken is de blastcel de enige gastheercel. 
De ongestimuleerde lymphocyt schijnt voor virus-vermenigvuldiging geen ideale 
cel te zijn. Volgens Willems e.m. (1969) moet de ongevoeligheid van ongesti-
muleerde Iymphocyten voor poliovirus voor een groot deel worden toegeschre-
ven aan de afwezigheid van virus-specifieke receptoren op de lymphocyt. Volgens 
deze auteurs verwerft de lymphocyt tijdens het proces der blasttransformatie 
specifieke receptoren voor het virus, hetgeen blijkt uit hun adsorptieexperimen-
ten, waarbij een efficiëntere adsorptie plaats vindt van poliovirus aan gestimu-
leerde Iymphocyten. Tevens zou de door PHA in lymphocyten-kweken in vitro 
bevorderde toename van de pinocytose-activiteit verantwoordelijk kunnen zijn 
voor een efficiëntere penetratie van het virus. 
Tegenover deze hypothesen, waarbij de onderbreking van het virus-vermenig-
vuldigingsproces geacht wordt plaats te vinden in de vroege stadia van de virus-
cel interactie (adsorptie en penetratie) verdient de als alternatieve hypothese 
gehanteerde 'abortieve infectie' aandacht; kleine Iymphocyten zouden een 
abortieve infectie ondergaan waarbij het gepenetreerde virus slechts in uiterst 
geringe hoeveelheid wordt vermenigvuldigd. Er is mogelijk sprake van een in 
de kleine lymphocyt plaatsvindende onderbreking van de virussynthese, terwijl 
door nog onbekende oorzaken deze restrictie in de gestimuleerde lymphocyt 
wegvalt. De nadruk valt hier dus op een onderbreking van het proces der virus-
vermenigvuldiging in de late fase van de virus-cel interactie. De ongevoeligheid 
van de kleine lymphocyt voor de vermenigvuldiging van het virusgenoom zou 
vanuit deze theorie verklaard kunnen worden uit het feit, dat virussynthese de 
aanwezigheid vereist van voldoende ribosomen; de volwassen lymphocyt is 
zeer spaarzaam bedeeld met ribosomen. Een groot deel van het nieuwe RNA, 
dat door Iymphocyten wordt gesynthetiseerd na PHA-stimulering, is riboso-
maal RNA, zodat de door deze blastlymphocyten verworven eigenschap om 
complete virusdeeltjes samen te stellen toegeschreven zou kunnen worden aan 
de nieuwvorming van ribosomaal RNA. Met name Wheelock en Edelman 
(1970) houden rekening met de mogelijkheid, dat in kleine Iymphocyten een 
geringe virusproduktie plaats vindt. Aangezien echter niet met zekerheid is uit 
te sluiten, dat deze geringe virusproduktie geschiedt in spontaan getransfor-
meerde Iymphocyten, is een definitief antwoord op deze vragen slechts mogelijk 
bij de aantoonbare aanwezigheid van virusdeeltjes in morfologisch als kleine 
Iymphocyten te karakteriseren cellen, gekoppeld aan bepaling van het aantal 
infectieuze cellen. 
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Een mogelijk analogon wordt geleverd door de studies van Buck e.m. (1967) 
en Wall en Taylor (1969), die de vermenigvuldiging van mengovirus bestu-
deren in zogenaamde 'restrictive' cellen waarin slechts weinig virus wordt ge-
produceerd (Maden's kalfs-niercellijn), en in 'non-restrictive' cellen waarin een 
hoge virusproduktie plaats vindt (L cellen). Zij tonen aan, dat het virus in beide 
celsystemen penetreert, maar dat in de 'restrictive' cellen de synthese van RNA 
na 4 uur stokt. Alhoewel ook zij de aard van deze restrictie niet kunnen ver-
klaren, hebben zij door bepaling van het aantal infectieuze cellen duidelijk ge-
maakt, dat er geen sprake is van een storing in de vroege fase van de virus-
vermenigvuldiging. Deze auteurs vragen zich af of hun model als voorbeeld kan 
gelden voor de virus-lymphocyt interactie. 
Samenvattend kan gesteld worden, dat verschillende virussen in staat zijn te 
vermenigvuldigen in kweken van PHA-gestimuleerde lymphocyten. Het mecha-
nisme van de door PHA geïnduceerde verandering van de gevoeligheid van 
lymphocyten voor virussen is niet begrepen. 
DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Het doel van ons onderzoek is als volgt te omschrijven: 
1. Ontwikkeling van een reproduceerbare methode voor het kweken van PHA-
gestimuleerde muizelymphocyten, waarbij kweekcondities moeten worden be-
paald, welke naast een optimale proliferatieve activiteit in vitro tevens een 
maximale overlevingsduur der lymphocyten mogelijk moeten maken. 
2. Bestudering van de vraag of kweken van muizelymphocyten bruikbaar zijn 
voor proeven met virussen. 
3. Bestudering van de kinetiek van de virus-vermenigvuldiging in PHA-gesti-
muleerde en ongestimuleerde muizelymphocyten-kweken. 
4. Bestudering van de invloed van virusinfecties op de stofwisseling van lympho-
cyten door middel van bepaling van de synthese van DNA. 
5. Onderzoek naar de vraag of factoren die in vivo van betekenis zijn voor het 
verloop van een infectie, ook in vitro in kweken van lymphocyten en macropha-
gen een rol spelen, zoals leeftijd en de stam van de inteeltmuis, waarvan lympho-
cyten en macrophagen worden gebruikt. 
6. Onderzoek naar de verschillen en overeenkomsten in vermenigvuldiging van 
virussen in lymphocyten en macrophagen. 
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HOOFDSTUK II 
M A T E R I A A L EN M E T H O D E N 
CELKWEKEN 
Voor de bereiding van virussuspensies en voor de in vitro bepaling van virus-
infectiviteitstiters werd gebruik gemaakt van primaire en secundaire kweken 
van apeniercellen, en van in ons laboratorium aanwezige continue cellijnen. 
De apeniercellen waren afkomstig van rhesusapen. De muizeniercellen waren 
afkomstig van Swiss muizen. De methoden, die in ons laboratorium worden 
toegepast voor het aanleggen van verse in monolaag groeiende weefselkweken 
zijn beschreven door Smeur (1961). 
Menselijke tonsillaire lymphocyten werden verkregen uit operatief verwijderde 
tonsillen, door deze organen een identieke bewerking te doen ondergaan als 
muizelympheklieren. De verkregen celsuspensie werd tweemaal gewassen en in 
een concentratie van 3 miljoen cellen per ml in kweekmedium geresuspendeerd. 
Vervolgens werden kweekbuizen gevuld met 2 ml van deze lymphocytensuspen-
sie. De buizen werden voorzien van aluminiumfolie kappen en rechtop geïn-
cubeerd in een СОг-stoof (5 % CO2 in lucht). Voor de bepaling der prolifera-
tieve activiteit van deze kweken werden dezelfde methoden gevolgd (trypaan-
blauwkleuring; blasttelling; DN A-synthese) als beschreven onder kweken van 
muizelymphocyten. 
De door ons gebruikte continue cellijnen zijn de L-929 cellijn (Earle 1947), de 
NCTC 1469 cellijn (Manaker e.m. 1961) en de T-17 cellijn (Peutz-de Jong e.m. 
1966). Alle continue cellijnen werden regelmatig gecontroleerd op PPLO-
contaminatie. 
MEDIA, SERA EN CHEMICALIËN 
Alle media werden in vloeibare of poedervorm betrokken van Gibco Laborato-
ries (New York) of Difco Laboratories (Detroit, Michigan). De gebufferde 
zout-oplossingen werden in dit laboratorium bereid. Foetaal kalverserum werd 
betrokken van Gibco Laboratories (New York) of van Flow Laboratories 
(Scotland). Alle andere sera werden in dit laboratorium bereid. Media werden 
bewaard bij +4°C en sera bij —20°C. Phytohemagglutinine M (PHA-M) werd 
geleverd door Difco Laboratories. De poederige inhoud van een flesje werd 
volgens voorschrift van de fabriek in 5 cc aqua bidest opgelost. Deze oplossing 
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werd uitgevuld in hoeveelheden van ι ml en bewaard bij —70oC. Colcemid 
werd geleverd door Ciba (Arnhem). 3H-thymidine (thymidine-6-3H, specifieke 
activiteit 5 Ci/m mol) werd geleverd door het Radiochemical Centre, Amers-
ham, England. De voor de bepaling van cellulair gebonden radioactiviteit be­
nodigde chemicaliën werden betrokken van Packard Instrument Ltd. en van 
Merck. 
De volgende aankweekmedia werden gebruikt: 
1. Aankweekmedium voor primaire en secundaire apeniercellen en voor pri-
maire en secundaire muizeniercellen: 
Hanks' gebufferde zoutoplossing 80 ml 
Kalverserum 20 ml 
Laktalbumine hydrolysaat 0,50 gram 
Natriumbicarbonaat 0,05 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
2. Aankweekmedium voor tonsillaire lymphocyten: 
RPM1 1640 80 ml 
Foetaal kalverserum 20 ml 
L-glutamine 0,03 gram 
Natriumbicarbonaat 0.22 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
PHA-M 1 ml 
3. Aankweekmedium voor L-929 cellen: 
Eagle's medium 90 ml 
Kalverserum 10 ml 
L-glutamine 0,03 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
4. Aankweekmedium voor NCTC 1469 cellen: 
NCTC-medium 90 ml 
Paardeserum 10 ml 
Natriumbicarbonaat 0,22 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
5. Aankweekmedium voor T-17 cellen: 
Hanks' oplossing 85 ml 
Konijneserum 15 ml 
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Laktalbumine hydrolysaat 0,50 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
Onderhoudsmedia : 
Voor alle aan glas gehechte celkweken welke met virus waren beent, werd een 
onderhoudsmedium gebruikt bestaande uit Eagle's medium en TC Medium 
199 als basis, waaraan 3 % kippeserum of 3 % kalverserum werd toegevoegd. 
De samenstelling van de onderhoudsmedia is als volgt: 
Natriumbicarbonaat 0,07 gram 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 gamma 
Serum 3 ml 
Eagle's medium 47 ml 
Medium 199 50 ml 
Het onderhoudsmedium van NCTC 1469 cellen bevat 0,15 gram natriumbicar-
bonaat. 
EXTIRPATIE VAN LYMPHEKLIEREN 
Voor onze experimenten hebben wij gebruik gemaakt van inteeltmuizen van de 
stammen C57BI, C3H en Swiss, die tenzij anders vermeld, tussen de 2 en 4 
maanden oud waren. Er is gebruik gemaakt van zowel mannelijke als vrouwe-
lijke muizen, waarbij in één experiment echter steeds de gepoolde cellen van 
muizen van dezelfde sexe werden gebruikt. De C57BI en C3H muizen werden 
betrokken van het dierenlaboratorium van deze universiteit (Hoofd: Dr. 
M. J. Dobbelaar); de Swiss muizen waren afkomstig van het T.N.O. centraal 
proefdierenbedrijf te Zeist. 
De muizen werden gedood met ether- of chloroform-narcose; onmiddellijk na 
het intreden van de dood werd een aanvang gemaakt met het uitprepareren van 
de voor de experimenten bestemde lymphoïde organen. De lympheklieren wer-
den opgevangen in een steriele petrischaal, waarin zich Eagle's medium bevond, 
met daaraan toegevoegd 100 E penicilline/ml en 100 gamma streptomycine/ml. 
De gedode muizen werden op de rug gefixeerd; de huid werd zorgvuldig gerei-
nigd met 70 % alcohol. Nadat de huid was afgeprepareerd en gefixeerd werden 
eerst de linker en de rechter inguinale lympheklier uit het onderhuids bind-
weefsel vrijgeprepareerd. Vervolgens werden axillaire, brachiale en cervicale 
klieren verwijderd. Voor het bereiken van de mesenteriale lympheklier werd het 
buikvlies van het proefdier opengesneden en door voorzichtig naar links ver-
schuiven van de darmwegen werd het mesenterium en de betreffende klier à vue 
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gebracht. Deze grote gelobde klier werd na uit het omgevende mesotheel, 
bind- en vetweefsel te zijn losgeprepareerd, eveneens in het met opvangmedium 
gevulde petrischaaltje geplaatst. Wanneer aldus de klieren van tenminste zes 
dieren waren verzameld, werden deze nauwkeurig van vetweefsel ontdaan en 
overgebracht op een steriele roestvrij stalen zeef waarvan de bodem rustte in 
een petrischaal, gevuld met 10 ml van het reeds genoemde opvangmedium. 
Voor het bewerken van de lympheklieren werd gebruik gemaakt van steriele 
schaartjes en fijne anatomische pincetten, waarmee de klieren werden gefrag­
menteerd en verdeeld. Vervolgens werden de lymphocyten met behulp van een 
roerstaafje voorzichtig uit hun omhulsel van steunweefsel geperst en in het 
medium in het petrischaaltje opgevangen. Bij al deze bewerkingen werd strikte 
steriliteit in acht genomen. De aldus verkregen lymphocytensuspensie werd 
overgebracht in conische 15 ml centrifugebuizen en langzaam afgedraaid (150 
r.p.m. gedurende 4 minuten) om aggregaten kwijt te raken. De bovenstaande 
vloeistof werd vervolgens weer afgeschonken in Kimble flessen, die gedurende 
een uur bij 35е С werden geïncubeerd om macrophagen aan het glas te laten 
hechten. Hierna werd de suspensie opnieuw opgevangen in 15 ml conische 
centrifugebuizen en tweemaal gewassen met Eagle's minimal essential medium 
for suspension culture (MEM-S) waaraan 100 E penicilline per ml was toege-
voegd. De cellen werden gewassen door centrifugering bij een toerental van 
1000 r.p.m. gedurende 10 minuten. 
TECHNIEK VAN HET KWEKEN VAN MUIZEL YM PHOC YTEN 
Na de laatste wascyclus worden de lymphocyten opgevangen in 25 ml kweek-
medium van de volgende samenstelling: 
MEM-S 
Foetaal kalverserum 5 % 
Glutamine 0,3 mg/ml 
Natrium bicarbonaat 2.20 mg/ml 
Penicilline 50 E/ml 
Na grondige resuspendering worden twee monsters genomen voor celtelling, 
waarvoor gebruik gemaakt wordt van een Bürker-Türk telkamer. De celcon-
centratie werd bepaald aan de hand van 3 tellingen en met behulp van het boven 
beschreven kweekmedium op 5 miljoen cellen per ml gesteld. Aan deze celsus-
pensie wordt vervolgens 0,3 % PHA toegevoegd; na een grondige resuspende-
ring, waarbij gebruik gemaakt wordt van een magnetische roerder, wordt de 
suspensie uitverdeeld over de kweekbuizen. Aan elke cultuurbuis wordt 1^ ml 
celsuspensie toegevoegd. Er werd gebruik gemaakt van disposable cultuur-
buizen van 10 bij 125 mm, die afgedekt worden met losjes aansluitende alu-
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minium-foli kapjes. De kweken werden rechtop bij 35o С geïncubeerd in een 
5 % СОг-stoof. Controle-kweken bevatten geen PHA. 
TECHNIEK VAN HET BEREIDEN VAN EEN ZUIVERE L Y M PHOC YTENK WEEK 
Voor een deel van onze experimenten was het noodzakelijk, gebruik te maken 
van een lymphocytensuspensie, waarvan ook de geringste contaminatie met 
monocyten en macrophagen uitgesloten is. Voor het verwijderen van deze 
phagocyterende cellen hebben wij gebruik gemaakt van twee technieken die, 
indien achtereenvolgens toegepast, naar onze ervaring de aanwezigheid van 
genoemde celtypen als contaminanten van de lymphocytenkweken inderdaad 
uitsluiten. De lymphocytensuspensie werd bereid volgens de reeds beschreven 
methode. Na verwijdering van brokstukjes door langzame centrifugering, wor­
den de cellen éénmaal gewassen met MEM-S. Deze cellen worden vervolgens 
opgevangen in 20 ml gebufferde zoutoplossing volgens Hanks, waaraan naast 
antibiotica tevens 20 % foetaal kalverserum wordt toegevoegd. De cellen wor-
den in dit medium geresuspendeerd, over twee Kimble-weefselkweekflessen ver-
deeld en vervolgens gedurende een uur stationair geïncubeerd bij 35° С Deze 
methode is gebaseerd op de zogenaamde 'surface adherence'-technieken, die 
door onder anderen Wildy en Ridler (1958) zijn toegepast om een groot deel 
van de leukocyten en monocyten uit bloed kwijt te raken. De incubatie-periode 
van één uur blijkt voldoende voor de hechting aan het glas van meer dan 70 % 
der monocyten en macrophagen. De hierna overblijvende phagocyterende cel-
len (zelden meer dan 2 % van de totale celconcentratie) worden uit de celsuspen-
sie verwijderd tijdens de tweede stap van de zuiveringsprocedure. Hiervoor 
wordt gebruik gemaakt van een kolom, die afgezien van enige modificaties een 
kopie is van de kolom, die is beschreven door Rabinowitz (1964). Als filter is 
echter geen gebruik gemaakt van glasparels en glaswol, maar van nylonwatten, 
zoals beschreven door Lamvik (1966). De kolom, vervaardigd uit pyrexglas, is 
40 cm lang bij een diameter van г\ cm ; hij wordt losjes gevuld met ca 20 gram 
nylonwatten (Filtralon A.R.A., Amsterdam) en gedurende een uur gepreïncu-
beerd met een warme Hanks' gebufferde zoutoplossing, waaraan naast anti-
biotica ook 20 % foetaal kalverserum wordt toegevoegd. De kolom is voorzien 
van een watermantel. Door deze watermantel op een waterbad aan te sluiten en 
met een pompje de circulatie te verzorgen, werd de temperatuur van de kolom 
op 35oС gehouden. Na de incubatieperiode laat men de inhoud van de kolom 
leeglopen en wordt de reeds gedeeltelijk gezuiverde lymphocytensuspensie op 
de kolom gebracht; na een incubatieperiode van 20 minuten wordt de suspensie 
gefiltreerd bij een druppelsnelheid van 20 druppels per minuut. De kolom wordt 
hierna éénmaal doorgespoeld met 15 ml gebufferde Hanks' zoutoplossing waar-
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door de lymphocyten worden geëlueerd. Dit fikraat ondergaat vervolgens de-
zelfde wascych en bewerkingen als m de vorige paragrafen beschreven. 
Zowel vóór als na de verschillende stappen van de zuiveringsprocedure werd 
van de celsuspensie een monster genomen voor het maken van uitstrijkprepa-
raten ter bepaling van de differentiële samenstelling der cellen. Het na de laatste 
zuiveringsprocedure verkregen fikraat blijkt te bestaan uit kleine lymphocyten 
90-95 %, grote lymphocyten 2-4 %, reticulumcellen 1-3 %. Monocyten en 
macrophagen werden in deze preparaten niet aangetroffen. Uit vitale kleuringen 
blijkt dat de reticulumcellen de in vitro handelingen niet overleven. De samen-
stelling der vitale cellen blijkt dus te bestaan uit slechts kleine lymphocyten 
(95-97 %) en grote lymphocyten (3-5 %). 
HET BEPALEN VAN DE CELMORFOLOGIE, HET AANTAL VITALE CELLEN EN 
DE MITOSE-INDEX 
Voor de bepaling der differentiële samenstelling van de lymphoide celpopulatie 
werden op verschillende dagen van de kweekpenode monsters genomen, die in 
Rose testbuisjes werden afgedraaid bij 1500 r.p.m. gedurende 5 minuten. De 
bovenstaande vloeistof werd afgeschonken en het sediment werd gesuspendeerd 
in een druppeltje foetaal kalverserum. Van dit sediment werden vervolgens uit-
stnjkjes gemaakt welke volgens May-Grunwald-Giemsa werden gekleurd. 
Lymphocyten en monocyten laten zich m deze preparaten makkelijk van elkaar 
onderscheiden Blastcellen worden gekenmerkt door een toename van de cel-
grootte; zowel kern als cytoplasma zijn sterk in omvang toegenomen; een sterk 
basophiel cytoplasma en een leptochromatische kern, waarin tenminste één 
grote of meerdere kleine nucleolen voorkomen, zijn eveneens minimumvoor-
waarden waaraan een cel moet voldoen om als blastcel gekarakteriseerd te wor-
den. Voor het differentiëren van macrophagen ten opzichte van blastcellen zijn 
de criteria gebruikt zoals opgesteld door Berman en Stulberg (1962). Macro-
phagen hebben een veel groffer en onregelmatiger begrensd cytoplasma, met 
talrijke Pseudopodien. De kleinere nucleus is sterk excentrisch gelegen en naast 
talrijke vacuolen ziet men in het cytoplasma meestal talrijke gephagocyteerde 
elementen. 
Voor de bepaling van de mitose-index werd de methode gebruikt van Moor-
head e.m. (i960). Aan de hiervoor in aanmerking komende kweken wordt vier 
tot vijf uur vóór het oogsten der cellen 0,05 μg colcemid (Ciba) per i^ cc medium 
toegevoegd. De cellen worden hierna geoogst en éénmaal gewassen met phos-
phaat gebufferd zout (PBS); na verwijdering van de bovenstaande vloeistof 
worden de cellen nauwkeurig geresuspendeerd in \ ml PBS. Aan deze suspensie 
wordt vervolgens onder voortdurend zwenken druppelsgewijs г\ ml warme 
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aqua bidest toegevoegd, waarna zij gedurende io minuten in een waterbad van 
van 35° С worden geïncubeerd. In deze incubatieperiode worden de cellen twee-
maal geresuspendeerd. De hypotonie wordt gedeeltelijk opgeheven door toe-
voeging van 6 ml PBS, waarna de kweken worden afgedraaid. De bovenstaande 
vloeistof wordt afgeschonken en de cellen worden gefixeerd in een verse op-
lossing van ijsazijn in methanol (i deel ijsazijn op 3 delen absoluut methanol). 
Na een fixatieperiode van ca 45 minuten worden de cellen weer afgedraaid en 
het celsediment wordt geresuspendeerd in een voldoende hoeveelheid ijsazijn-
methanol-oplossing om een behoorlijke celconcentratie te garanderen (ca 0,2 
tot 0,3 ml ijsazijn-methanol-oplossing). Van deze suspensie worden één tot twee 
druppels op een nauwkeurig gereinigd ijskoud voorwerpglas gebracht; men 
laat de druppel zich egaal over het voorwerpglas verspreiden, waarna het prepa-
raat enkele malen snel door een vlam gehaald wordt. Het aldus binnen één 
minuut gedroogde preparaat wordt gekleurd volgens May-Grunwald-Giemsa 
en gescreend op mitosefiguren. 
Bij al deze differentiaties worden tenminste 500 cellen per preparaat geteld. Het 
blastcellen-percentage en de mitose-index worden uitgedrukt in het aantal 
blastcellen, respectievelijk aantal mitosefiguren per 500 getelde cellen maal 100 
percent. 
Voor het bepalen van het percentage vitale cellen wordt gebruik gemaakt van 
trypaan blauw als vitale kleuring; aan \ ml celsuspensie wordt een gelijke hoe-
veelheid 0,02 % trypaanblauwoplossing toegevoegd en na 5 minuten wordt het 
percentage gekleurde en niet-gekleurde cellen bepaald, door het tellen van 200 
cellen onder een fasecontrastoptiek. Dode cellen nemen de kleurstof op in kern 
en cytoplasma, terwijl levende cellen de kleurstof uitsluiten. Met gebruikmaking 
van deze methode blijkt, dat in het begin van de kweek meer dan 99 % der 
lymphocyten vitaal zijn. In kweken van kolom-gezuiverde lymphocyten is dit 
percentage iets lager, doch ook steeds boven 97 %. 
HET KWEKEN VAN M UIZEM ACROPH AGEN IN VITRO 
Peritoneaal-macrophagen van jonge en volwassen muizen werden verkregen 
door de proefdieren intraperitoneaal in te spuiten met 2 ml Eagle's medium, 
waaraan antibiotica (penicilline 200 E/ml, streptomycine 100 gamma/ml) waren 
toegevoegd. Na voorzichtig masseren van de buikwand werd met behulp van 
een Pasteurse pipet de vloeistof uit de peritoneaal holte opgezogen en werden 
de cellen gepoold. De peritoneaal-cellen werden éénmaal gewassen met MEM-S 
plus antibiotica, waarna de rode cellen werden gelyseerd met behulp van een 
oplossing van 0.83 % NH4CI (Loos 1968). De cellen werden hierna nog éénmaal 
gewassen met MEM-S en vervolgens in een concentratie van 2,5 miljoen cellen 
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per ml gesuspendeerd in een kweekmedium bestaande uit: 
Medium 199 75 ml 
Kalverserum 25 ml 
L-Glutamine 0.03 gram 
Penicilline 10.000 E 
Streptomycine 5.000 gamma 
De pH van dit medium werd met behulp van Natrium bicarbonaat gesteld op 
7,0-7,1. Deze suspensie werd in hoeveelheden van 1 ml uitgevuld in Curver 
kweekbuizen en stationair geincubeerd bij 35o С. Na een incubatieperiode van 
2 uur werden de macrophagen die zich inmiddels aan het glas hadden gehecht 
twee maal gewassen met PBS om niet phagocytaire cellen te verwijderen. Op 
deze wijze was het mogelijk practisch zuivere macrophagenkweken te verkrijgen, 
hetgeen geverifieerd kon worden aan de hand van de phagocytaire eigenschap­
pen van de cellen en het microscopisch beeld. In het algemeen werden binnen 
48 uur een fraai aaneen gesloten monolaag gevormd. Deze kweken werden 
steeds 72 uur na de bereiding gebruikt voor virologische proeven. 
Miltmacrophagen van muizen die één tot vier dagen oud waren werden bereid 
volgens de methode van Manaker e.m. (1961). De milten werden steriel verwij-
derd en met behulp van fijne anatomische pincetten en kleine scharen gefrag-
menteerd. Vervolgens werden de weefselfragmenten gedurende 30 minuten 
getrypsineerd in een oplossing van 0,25 % trypsine. Na het trypsineren werden 
de cellen nog tweemaal gewassen en vervolgens in een concentratie van 10 X io6 
cellen per ml gesuspendeerd in het kweekmedium en zoals boven beschreven 
gekweekt. Na 48 uur hadden zich fraaie monolagen gevormd. Ook deze cellen 
werden na een kweekpenode van 72 uur gebruikt voor in vitro virologische 
onderzoekingen. 
HET BEPALEN VAN DE DNA-SYNTHESE MET BEHULP VAN RADIOACTIEF 
GEMERKT THYMIDINE 
Als relatieve maat voor de door PHA geïnduceerde proliferative activiteit van 
de Iymphocyten in vitro is gebruik gemaakt van de inbouw van 3H-thymidine 
in nieuw-gevormd cellulair DNA. De door ons gebruikte 3H-thymidine had een 
specifieke activiteit van 5 Ci/mmol. De kweken werden na een bepaalde kweek-
penode voorzien van 1 цС 3H-thymidine in een oplossing van Hanks' gebufferd 
zout en vervolgens gedurende 8 uur verder geincubeerd bij 35 o С Na deze 
labelingsperiode werden de cellen gesedimenteerd bij 1000 omwentelingen per 
minuut gedurende 15 minuten. De cellen werden gewassen met ijskoude PBS en 
de samples werden tot nadere bewerking bij —20o С bewaard. 
Voor de extractie van het cellulair gebonden DNA is gebruik gemaakt van de 
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methode van Kinard (1957) met enige in ons laboratorium aangebrachte wij­
zigingen. Hiervoor worden de kweken behandeld met 5 ml koude 5 % trichloor-
azijnzuuroplossing. Na een incubatieperiode van 10 minuten bij kamertempe­
ratuur wordt de zuur onoplosbare fractie geprecipiteerd bij 2000 r.p.m. gedu­
rende 20 minuten. Het sediment wordt opgelost in 1 ml NaOH (0,1 N) waarna 
opnieuw een precipitaat gevormd wordt door toevoeging van 4,5 ml koude 
trichloorazijnzuuroplossing van 6,7 %. Het precipitaat wordt gesedimenteerd 
door centrifugering bij 2000 r.p.m. gedurende 20 minuten. Na centrifugering 
wordt de bovenstaande vloeistof zorgvuldig verwijderd en wordt het precipitaat 
opgelost in 0,1 ml hyamine. Na een incubatieperiode van 15 minuten wordt de 
oplossing nauwkeurig gemengd met gebruikmaking van een Vortex meng-
apparaat, waarna vervolgens 2 ml scintillatie-vloeistof wordt toegevoegd. Deze 
2 ml oplossing wordt geresuspendeerd in 9 ml scintillatievloeistof aanwezig in 
speciale 'vials' (Amphabel vials) en vervolgens geteld in een Packard Model 
3380 automatische scintillatie teller. De samenstelling van de scintallatievloei-
stof is: 
Xyleen 1000 ml 
Dioxaan 1000 ml 
Ethanol absoluut 600 ml 
P.P.O. 13,0 gram 
a-NPO 0,13 gram 
Naphtaline 156,0 gram 
HET BEREIDEN VAN ANTIL YMPHOC YTENSERU M 
Van de verschillende batches antilymphocytenserum welke door ons zijn ge­
bruikt is het merendeel bereid door konijnen te hyperimmuniseren met kleine 
lymphocyten uit lympheklieren en thymus van C57Bl-muizen. Een deel der 
antisera is verkregen door het hyperimmuniseren van konijnen met van C57BI-
muizen afkomstige miltlymphocyten, die gedurende twee dagen met PHA in 
vitro zijn gekweekt. De aldus verkregen konijn-anti-muis-lymphocyten-sera 
(ALS) werden gedurende 30 minuten bij 56е С geïnactiveerd en bij —20°C 
bewaard. 
ALS no 1 en ALS no 2 werden op het laboratorium voor transplantatie-
immunologie (dr. B. A. van der Werf) bereid door muizelymphekliercellen, ge-
mengd in compleet Freund adjuvans (Difco), intramusculair in te spuiten in 
konijnen (100 x io6 cellen/konijn). Na drie weken kregen de konijnen, met 
tussenpozen van één week, drie intraveneuze booster-injecties met 100 X io6 
lymphekliercellen opgelost in 1 ml fysiologisch zout. Eén week later werden de 
dieren verbloed en de sera gepoold. Deze bereidingswijze van ALS is ontleend 
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aan Monaco e.m. (1967). ALS no 3 werd bereid door intraveneuze inspuiting 
van 2 χ io 9 thymus- en lymphekliercellen in konijnen, gevolgd door een intra­
veneuze boosterdosis van ι χ i o ' thymus- en lympheklierlymphocyten twee 
weken na de eerste injectie. Een week na de eerste injectie werd van de konijnen 
bloed afgenomen en het serum gepoold als ALS no 3A. Het serum verkregen 
een week na de tweede injectie werd bewaard als ALS no 3B. Dezelfde konijnen 
kregen na vier weken een nieuwe intraveneuze boosterdosis met io 9 thymus-
lymphocyten en het serum verkregen één week na deze derde booster-injectie 
werd bewaard als ALS no 3C. Twee weken na de derde booster-injectie kregen 
deze konijnen een laatste intraveneuze boosterdosis van io9 thymuslymphocy-
ten en één week later werden de dieren verbloed. Dit laatste antiserum werd 
bewaard als ALS no 3D. Deze bereidingswijze van ALS is ontleend aan Jooste 
e.m. (1968). Voor de bereiding van ALS no 4 werden miltlymphocyten geduren-
de twee dagen in een concentratie van 10 miljoen lymphocyten gekweekt in 
weefselkweekflessen. Aan het kweekmedium werd een optimale dosis PHA toe-
gevoegd ter verkrijging van maximale blasttransformatie. Na twee dagen wer-
den de cellen geoogst en tweemaal gewassen. Uit de cytologische differentiatie 
van met Giemsa gekleurde uitstrijkpreparaten van deze kweken bleek, dat 
steeds meer dan 25 % der cellen een blastoïde transformatie hadden ondergaan. 
500 x io6 aldus behandelde cellen werden gesuspendeerd in 1 ml PBS en intra-
veneus bij een konijn ingespoten. Na twee, vier en zes weken kreeg het dier 
telkens een intraveneuze boosterdosis van op dezelfde wijze behandelde milt-
lymphocyten. Eén week na respectievelijk de eerste, tweede en derde booster-
injectie werd bloed afgenomen en het hieruit verkregen serum werd bewaard als 
respectievelijk ALS 4A, 4B en 4C. Het serum werd in alle genoemde gevallen 
gewonnen door het gestold bloed gedurende één etmaal bij kamertemperatuur 
te laten staan. Het serum werd afgepipetteerd en gedurende 10 minuten bij 
3000 r.p.m. afgedraaid; het werd bij —20o С bewaard zonder toevoeging van 
conservane. 
Voor de zuivering van de actieve component uit het antilymphocyten-serum 
werd in twee gevallen (ALS no 1 en ALS no 2) de IgG-fractie geïsoleerd door 
middel van ammoniumsulfaat-precipitatie, gevolgd door zuivering van het pre-
cipitaat door kolomchromatografie waarvoor een DEAE-Sephadex A50 kolom 
werd gebruikt. Deze IgG preparaten blijken in de immuno-electroforese vrij 
van andere serumeiwitten te zijn. 
IN VITRO TESTSYSTEMEN VOORDE ВЕР A LI NG VAN DE ACTIVITEIT VAN ALS 
Voor de in vitro bepaling van de activiteit van de gebruikte batches ALS zijn 
als parameters gebruikt de lymphoagglutinatie- en de lymphocytotoxische titers. 
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Vóór de titerbepaling werd het antiserum gedurende 40 minuten bij 56o С geïn-
activeerd. Van dit geïnactiveerd serum werd op de gebruikelijke wijze een twee-
voudige verdunningsreeks gemaakt in PBS. 
Vers bereide thymuslymphocyten werden van contaminerende erytrocyten ge-
zuiverd door een kortdurende behandeling met 0,83 % NH4Cl-oplossing. De 
lymphocyten werden vervolgens tweemaal gewassen met PBS en daarna in een 
PBS oplossing gesuspendeerd in een concentratie van 0,5 χ io 6 cellen per mm3. 
Deze celsuspensie werd in hoeveelheden van 0,25 ml uitgevuld in Rose test-
buisjes. 
Voor de bepaling van de cytotoxische titer werd aan elk der buisjes 0,1 ml van 
de antiserum-verdunningen toegevoegd, waarna in elk testbuisje 0,1 ml vers 
bereid caviaserum werd gepipetteerd. De buizen werden gedurende één uur bij 
35o С geïncubeerd in een C02-stoof. Na een uur werd aan elk der buisjes een 
standaard-druppel (0,05 ml) 0,5 % trypaanblauw-oplossing toegevoegd; na een 
incubatieperiode van 5 minuten bij kamertemperatuur werd in een hemocyto-
meter de vitaliteit van de cellen bepaald door het tellen van levende (ongekleur-
de) cellen in een Bürker-Türk hemocytometer onder een fasecontrast optiek. 
De hoogste serumverdunning, waarbij minder dan 50 % levende cellen wordt 
gevonden, wordt als maat voor de cytotoxische titer aangenomen. 
Voor de bepaling van de leukoagglutinatietiter werd eenzelfde procedure ge-
volgd. Aan 0,2 ml lymphocyten-suspensie werd 0,2 ml antiserum-verdunning 
toegevoegd. Na een incubatieduur van 2 uur bij 35°С werd de leukoagglutinatie­
titer bepaald. Als agglutinatietiter werd de hoogste verdunning genomen, waar­
bij nog agglutinatie van de lymphocyten optrad. 
Zowel bij de bepaling van de cytotoxische titer als bij de lymphoagglutinatie-
titer werd als controle normaal konijneserum gebruikt. De lymphoagglutinatie-
titer en de cytotoxische titer der verschillende batches ALS worden in de tabel 
weergegeven. 
VIRUSSTAMMEN 
Voor het onderzoek werden de volgende virusstammen gebruikt: Mengovirus 
(een 'large plaque' mutant). De stam is afkomstig van Dr. Desmyter te Leuven. 
Het virus werd in ons laboratorium driemaal gepasseerd in L-929 cellen. Sendai 
virus, afkomstig van Prof. Dr. J. Mulder te Leiden. Het virus was gekweekt in 
de allantoisholte van bebroede kippeëieren en onderging in ons laboratorium 
vele passages in bebroede kippeëieren. Muize-adenovirus, afkomstig van 
Dr. W. P. Rowe te Bethesda, U.S.A. De stam was een onbekend aantal malen 
gepasseerd in verse kweken van muizeniercellen. Hij werd in ons laboratorium 
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TABEL ι. De in vitro activiteit van ALS. 
Serum 
No ι 
N 0 2 
N 0 3 A 
N 0 3 B 
N 0 3 C 
N 0 4 A 
N 0 4 B 
N 0 4 C 
Voor immunisatie 
gebruikte cellen 
Lymphelclier-Iymphocyten 
Lympheklier-lymphocyten 
Thymus-lymphocyten 
Thymus-lymphocyten 
Thymus-lymphocyten 
PHA-gestimuIeerde 
milt-lymphocyten 
PHA-gestimuleerde 
milt-lymphocyten 
PHA-gestimuleerde 
milt-lymphocyten 
Aantal immuni­
satie dosis 
4 
4 
1 
2 
3 
2 
3 
4 
Thymocyto-agglu-
tinatie titer 
1/512 
1/128 
1/32 
1/256 
1/256 
1/256 
1/128 
1/512 
Thymocyto-
toxische titer 
1/1024 
1/512 
1/256 
1/512 
1/512 
1/256 
1/256 
1/1024 
3 maal gepasseerd in verse kweken van muizeniercellen en vervolgens tweemaal 
in kweken van L-929 cellen. 
Vesicular stomtitis virus (Indiana serotype) was afkomstig van Dr. R. Gispen 
van het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid te Bilthoven. De stam was een 
onbekend aantal keren gepasseerd in kweken van kippeëmbryofibroblasten. In 
ons laboratorium is het virus vijfmaal gepasseerd in kweken van L-929 cellen. 
Herpes simplex virus is in ons laboratorium afgezonderd uit de keel van een 
patiënt. De stam is geïsoleerd en driemaal gepasseerd in HeLa cellen en is ver-
volgens vijfmaal gepasseerd in Τ 17 cellen. Reovirus type 2 (Stam D 5 Jones) is 
betrokken van de 'American type culture collection'. De stam was negenmaal 
gepasseerd in kweken van apeniercellen en eenmaal in menselijke embryonale 
niercellen. De stam is in ons laboratorium driemaal gepasseerd in apeniercellen. 
Reovirus type 3 (Stam Abney) was afkomstig van de American Type Culture 
Collection. Het virus is tienmaal gepasseerd in apeniercellen en eenmaal in 
kweken van menselijke embryonale niercellen. De stam is in ons laboratorium 
driemaal gepasseerd in apeniercellen. Muizehepatitis virus (Stam S) (Rowe e.m. 
1962) werd in ons laboratorium vijfmaal gepasseerd in eendaagse Swiss muizen 
en vervolgens tienmaal in NCTC 1469 cellen. Muizehepatitis virus (Stam MHV-3) 
(Dick e.m. 1961) is afkomstig van de American Type Culture Collection. De 
stam was twintigmaal gepasseerd in 3 weken oude muizen. In ons laboratorium 
is hij nog vijfmaal gepasseerd in drie weken oude Swiss muizen en driemaal in 
NCTC 1469 cellen. Polyomavirus is afkomstig van de American Type Culture 
Collection. In ons laboratorium is de stam driemaal gepasseerd in kweken van 
muizeniercellen. 
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KWEKEN VAN VIRUS IN PH Α-GESTI MULEERDE M UIZEL YMPHOC YTEN IN 
VITRO 
De lymphocytenkweken werden, tenzij anders vermeld, daags na het vervaar­
digen beënt met de virussen. In alle gevallen werden on-beënte kweken ter 
controle in de proef opgenomen en op gelijke wijze behandeld als de beënte 
kweken. 
Het virus werd verdund in PBS en vervolgens in de gewenste verdunning aan het 
kweekmedium toegevoegd. 
De één dag oude lymphocytenkweken werden gedurende io minuten afgedraaid 
bij iooo toeren per minuut, waarna het oude medium werd afgeschonken. Alle 
kweken werden vervolgens voorzien van nieuw medium, waaraan het virus, 
zoals boven vermeld, in de gewenste verdunning was toegevoegd. Onmiddellijk 
na enting werden de kweken stationair geïncubeerd bij 35° С en bij een gasfase 
van 5 % CO2 in lucht. Niet geadsorbeerd virus werd niet verwijderd. Op be­
paalde tijdstippen, werden 3 kweken geoogst en zo snel mogelijk ingevroren en 
bij —70°C bewaard. 
Titraties van het materiaal werden steeds binnen twee weken na het begin van 
de betreffende proef ingezet. 
Voor het kweken van virus in muize-peritoneaalmacrophagen in vitro werden 
72 uur oude monolagen van macrophagen voorzien van vers onderhoudsmedi-
um waaraan het virus in de gewenste verdunning was toegevoegd. Voor het 
oogsten van het virus werden de kweken op dezelfde wijze behandeld als be­
schreven voor muizelymphocytenkweken. 
V I R U S - T I T R A T I E S 
Voor titratie van in lymphocytenkweken gegroeid virus werd gebruik gemaakt 
van plaqueteltechnieken en van de terminale verdunningstitratiemethode op 
buizen. 
Voor de titratie van VSV werd gebruik gemaakt van de plaquemethode volgens 
Dulbecco en Vogt (1954). Hierbij werd het virus geënt op monolagen van L-929 
cellen in 60 X 15 mm disposable plastic Petrischalen (Tissue culture dish, 
Falcon Plastics, Los Angeles). Van de te enten virussuspensies werd op de 
gebruikelijke wijze een tienvoudige verdunningsreeks gemaakt in PBS. De 
virusverdunningen werden vervolgens in hoeveelheden van 0,3 ml per schaaltje 
geënt, waarbij per verdunning drie schaaltjes werden gebruikt. Na een adsorp-
tieperiode van 1 uur bij 35° С werden de schaaltjes voorzien van 2 ml agar-
overlaag medium zonder neutraal rood. Na 24 uur wordt een tweede neutraal 
rood-bevattende agaroverlaag toegevoegd. De schaaltjes worden bij 35o С bij een 
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gasfase van 5 % CO2 in lucht geïncubeerd. De titraties worden na 48 uur afge-
lezen en virustiters werden uitgedrukt in PFU/ml. De titer van de VSV-stam-
voorraad bedroeg 1,3 x io8 PFU/ml. 
Voor de titratie van sendai virus werd gebruik gemaakt van de hemadsorptie-
plaqueteltechniek op L-929 cellen volgens Kashiwazaki e.m. (1965). Het te 
titreren virus werd in hoeveelheden van 0.3 ml geënt op monolagen van L-929 
cellen, die tevoren éénmaal gewassen waren met PBS. De schaaltjes werden 
60 minuten geïncubeerd bij 35o C. Na deze adsorptieperiode werden de schaal-
tjes viermaal gewassen met PBS. Vervolgens wordt elk schaaltje voorzien van 
2 ml onderhoudsmedium bestaande uit Eagle's medium en kippeserum. Na 72 
uur worden de schaaltjes éénmaal gewassen met PBS, waarna aan elk schaaltje 
г ml 0,5 % cavia-erythrocyten wordt toegevoegd. Hierna worden de schaaltjes 
gedurende 60 minuten bij 4° С geplaatst, waarna het gemiddelde aantal hemad-
sorberende cellen per gezichtsveld wordt geteld. De door ons gebruikte sendai 
virus had een titer van ι χ io 8 PFU/ml. 
De overige door ons gebruikte virussen werden alle getitreerd door bepaling 
van de TCID 5 0, d.w.z. de virusverdunning, die in 50% van de beënte buizen 
CPE doet ontstaan. Voor deze zg. terminale verdunningsmethode werden cellen 
in weefselkweekbuizen aangelegd in 1 ml groeimedium per buis. Voor de titra-
ties werden juist confluente monolagen gebruikt. Van de te enten virussuspen-
sies werd op de gebruikelijke wijze een tienvoudige verdunningsreeks gemaakt 
in PBS. De voorverdunningen werden vervolgens 1:10 verdund in onderhouds-
medium en daarna geënt. Ter controle worden voor iedere celsoort steeds 4 
buizen niet beent, maar voor het overige op dezelfde wijze behandeld als de 
beënte buizen. Voor de titratie van mengovirus werden L-929 cellen gebruikt; 
de titratie werd na 5 dagen afgelezen. De aldus getitreerde stockvirussuspensie 
had een titer van io8·7 TCID50/ml. Voor de titratie van muize-adenovirus werd 
gebruik gemaakt van L-929 cellen, die twee weken werden aangehouden, waar-
bij het onderhoudsmedium tweemaal per week werd ververst. De titer van de 
stock-adenovirus bedroeg io6>5 TCID5o/ml. Voor de titratie van muizehepati-
tisvirus type S en type MHV-3 werd gebruik gemaakt van NCTC 1469 cellen. 
De titer van de stock MHV-S virus en MHV-3 virus bedroeg respectievelijk 
io6·5 TCIDso/ml en io6 TCID50/ml. Reovirus type 2 en reovirus type 3 werden 
getitreerd op primaire en secundaire kweken van apeniercellen. De kweken, die 
twee weken werden aangehouden, werden in een trommel die twaalf omwente-
lingen per uur maakte bij 35o С geïncubeerd. Om de 3 à 4 dagen werd het me-
dium vervangen door vers onderhoudsmedium. De titer van de stamvoorraden 
reovirus type 2 en reovirus type 3 bedroeg respectievelijk io6·5 en io8 TCID50/ 
ml. Voor de titratie van herpes simplex virus werd gebruik gemaakt van Τ \η 
cellen. De titratie werd na 5 dagen afgelezen. De titer van de stamvoorraad 
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herpes simplex virus was io6·5 TCID5o/ml. Voor de titratie van Polyomavirus 
werd gebruik gemaakt van primaire kweken van muizeniercellen. De titratie 
werd na 21 dagen afgelezen. De titer van de stock-voorraad Polyomavirus was 
io8-5 TCIDso/ml. 
Alle suspensies van in cellen vermenigvuldigd virus werden vóór de titratie drie-
maal bevroren en ontdooid en vervolgens gedurende 10 minuten bij 1000 r.p.m. 
afgedraaid. Tenzij anders vermeld werden voor de titraties steeds 4 buizen per 
verdunning gebruikt. Het 50 % eindpunt werd bepaald volgens de methode van 
Kärber (1931) waarbij verschillen in titers van meer dan 0,75 logio als signi-
ficant werden beschouwd. 
ON Z ER ZOE К OP INTERFERONVORMING I NPH A-GESTIMULEERDE К WEKEN 
VAN MUIZELYMPHOCYTEN 
Onderzoek op de aanwezigheid van interferon werd verricht in buizen met 
L-929 celkweken (Sellers en Fitzpatrick 1962). De buizen werden gebruikt wan­
neer de cellen hierin waren uitgegroeid tot een monolaag. Verdunningen van de 
op interferon te onderzoeken vloeistoffen werden gemaakt in onderhouds-
medium en vervolgens op de celkweken gebracht in een hoeveelheid van 0,9 ml 
per buis. Per verdunning werden 10 buizen gebruikt. De celkweken werden 
hierna gedurende 24 uur bij 35е С geïncubeerd. Vervolgens werd hieraan 100 
TCID50 VSV toegevoegd in een hoeveelheid van 0,1 ml per buis. 
De proeven werden afgelezen, wanneer in controlekweken van L-929 cellen 
- waaraan onderhoudsmedium was toegevoegd in plaats van de op interferon 
te onderzoeken vloeistof - , alle cellen waren aangetast (4 + cytopathologisch 
effect). De sterkte van interferon werd uitgedrukt in de verdunning van de on-
derzochte vloeistof, die in 50 % der buizen een duidelijke vermindering van het 
cytopathologisch effect van het 'challenge virus' veroorzaakte. Het cytopatho-
logisch effect werd vergeleken met dat van controlekweken. Als standaard-
interferon werd gebruik gemaakt van muizeserum-interferon verkregen van 
Dr. J. Desmyter te Leuven. 
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HOOFDSTUK III 
ONDERZOEKNAAR DE INVLOED VAN HET MILIEU 
OP DE RE ACTIE VAN MUIZELYMPHOCYTEN-K WEKEN 
OPPHA 
I N L E I D I N G 
Zoals in Hoofdstuk I al beschreven, waren aan het begin van dit onderzoek de 
resultaten, die tot dan toe in diverse laboratoria met het kweken van muize-
lymphocyten waren bereikt, nogal wisselend. Alhoewel door Tridente e.m. 
(1967) en Festenstein (1968) op dit terrein enig succes was geboekt, waren geen 
systematische studies naar optimale condities voor het kweken van muize-
lymphocyten ondernomen. Wij zijn ervan uitgegaan, dat voor een succesvolle 
reproduceerbare techniek voor in vitro lymphocytenkweken de verschillende 
voorwaarden welke van invloed kunnen zijn op de door PHA geïnduceerde 
proliferatie, systematisch moeten worden bestudeerd. In analogie met de, ove-
rigens met negatieve resultaten afgesloten studie van Willard e.m. (1965), heb-
ben wij aan verschillende parameters op het terrein der weefselkweek aandacht 
geschonken. 
MATERIAAL EN METHODE 
De methode voor het verkrijgen van lymphocyten uit lympheklieren is in 
hoofdstuk II uitvoerig beschreven. Het onderzoek naar optimale kweekcondi-
ties is verricht met ongezuiverde lympheklierlymphocyten van inteeltmuizen 
van de stammen C57BI, СзН/Hej en Swiss (van oorsprong Rockefeller insti­
tuut stam). Tenzij anders is vermeld, zijn we uitgegaan van een concentratie 
van 5 miljoen lymphocyten per ml, die in hoeveelheden van 1.5 ml per kweek-
buis werden aangehouden in MEM-S waaraan 5 percent foetaal kalverserum, 
glutamine 0,3 gram per liter, natriumbicarbonaat 2,20 gram per liter en peni­
cilline 50 E per ml werd toegevoegd. PHA-M werd in de empirisch vastgestelde 
optimale verdunning aan 50 ml celsuspensie toegevoegd; de inhoud van een 
flesje PHA-M werd hiervoor volgens voorschrift opgelost in 5 ml aqua bidest. 
De lymphocyten werden gekweekt in glazen buizen van 10 bij 125 mm, die 
afgesloten werden met losjes aansluitende aluminium-folie kapjes; deze buizen 
werden rechtop en stationair geïncubeerd in een C02-stoof (5 % C0 2 in met 
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waterdamp verzadigde lucht) bij 35o С. Het medium werd niet ververst geduren­
de de kweekperiode. 
Voor elk onderdeel van een experiment werden minimaal drie kweken gebruikt. 
De genoemde waarden vertegenwoordigen tenzij anders vermeld de gemiddel­
den van tenminste 5 experimenten ; in sommige gevallen worden in de tabellen 
de resultaten van één representatief experiment weergegeven. Indien de variatie-
coëfficiënt voor de bepalingen van een experiment hoger was dan 15 percent 
werden aan de resultaten van dit experiment geen betekenis toegekend. 
In de hierna volgende paragrafen wordt achtereenvolgens de invloed van ver-
scheidene milieufactoren op de PHA-reactie van muizelymphocyten in vitro 
besproken. 
DE INVLOED VAN DE PHA-CONCENTRATIE 
Voor de bepaling van de dosis-werkingsrelatie van muizelymphocyten voor 
PHA-M, werden aan kweken - waarvan andere milieuvariabelen strikt constant 
werden gehouden - wisselende concentraties van PHA-M toegevoegd. De 
dosis-werkingsrelatie werd bepaald aan de hand van de opneming van 3H-
thymidine in het cellulair DNA, bij verschillende verdunningen van PHA; voor 
elke PHA-verdunning werden vijf kweken gebruikt. Deze experimenten zijn in 
totaal zesmaal uitgevoerd. Na 48 uur werd aan alle kweken 1 цс 3H-thymidine 
toegevoegd; geoogst werd na een labelingsperiode van 16 uur. De resultaten van 
een representatief experiment worden weergegeven in figuur 1. 
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FIGUUR i. Invloed van de PHA-concentratie op de opname van 3H-thymidine door muize­
lymphocyten in vitro. De kweken werden na een incubatieperiode van 48 uur gelabeld met 
іцс
 3H-thymidine en na 16 uur geoogst. 
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De PHA dosis-werkingscurve van muizelymphocyten vertoont dezelfde toe­
name in metabolische activiteit bij stijgende concentraties PHA als beschreven 
is voor in vitro kweken van humane lymphocyten. In kweken, waaraan geen 
PHA is toegevoegd, is de DN A-synthese minimaal; deze zogenaamde back-
ground-waarden worden ook gevonden wanneer de concentratie van PHA in 
het kweekmedium lager is dan 5 χ ю - 4 percent. De reactie is maximaal met 
concentraties van PHA liggend tussen 0,05 percent en 0,5 percent. Het blijkt 
dus, dat de proliferatieve activiteit der lymphocyten sterke veranderingen onder­
gaat bij relatief geringe veranderingen in de concentratie van PHA. PHA is 
slechts over een beperkt traject optimaal werkzaam, want terwijl maximale 
DNA-synthesewaarden worden gevonden bij PHA-concentraties van 0,3 %, 
vindt reeds een aanmerkelijke reductie in de thymidine-opneming plaats indien 
de concentratie van het PHA wordt verhoogd tot 1,5 %. De DNA-synthese­
waarden in kweken gestimuleerd met de optimale dosis PHA, waren over het 
algemeen 90-200 maal hoger dan die, verkregen met ongestimuleerde kweken. 
Deze background-waarden, waren over het algemeen laag en bedroegen na een 
kweekperiode van 48 uur zelden meer dan 500 counts per minute. 
We hebben tevens experimenten verricht met lymphocyten van СзН/Hej en 
Swiss muizen. Wanneer lymphocyten van deze muizestammen met PHA werden 
gestimuleerd werden ook hier maximale activiteiten gevonden bij een concen­
tratie van 0,05 percent tot 0,5 percent PHA in het kweekmedium. 
INVLOED VAN DE SERUMCONCENTRATIE OP DE OPNEMING VAN 
THYMIDINE OP VERSCHILLENDE DAGEN VAN DE KWEEKPERIODE 
In vier experimenten werd dagelijks de DN A-synthese gemeten van drie groe­
pen van lymphocytenkweken, die onderling slechts verschillen in de gebruikte 
concentratie van het serum. Aan lymphocytenkweken van groep A werd 5 % 
foetaal kalverserum toegevoegd, terwijl kweken van groep В en С respectievelijk 
10 % en 20 % foetaal kalverserum bevatten. Voor elke serie werden 35 kweken 
gebruikt, waarbij dagelijks 5 kweken, na een labelingsperiode van 8 uur met 
3H-thymidine, werden geoogst. 
Uit figuur 2, waarin de resultaten van deze experimenten zijn weergegeven, 
blijkt dat, onafhankelijk van de gebruikte serumconcentratie, maximale DNA-
synthese-waarden worden verkregen na een kweekperiode van 48 uur. De mate 
van de reactie blijkt wel duidelijk te worden beïnvloed door de concentratie van 
het serum. Met serumconcentraties van 5 % worden de beste resultaten verkre-
gen, zoals blijkt uit de hogere DNA-synthese-waarden gedurende de eerste 72 
uur van de incubatieperiode. Wanneer de DNA-synthese werd gemeten op het 
96ste tot 144ste uur van de kweekperiode waren de verschillen in metabolische 
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FIGUUR 2. Reactie van muizelymphocyten op PHA in vitro op verschillende dagen van de 
kweekperiode. Er zijn drie groepen lymphocytenkweken onderzocht. 
• groep A, lymphocytenkweken die 5 % serum bevatten; 
χ groep B, lymphocytenkweken die 10% serum bevatten; 
o groep C, lymphocytenkweken die 20% serum bevatten. 
activiteit veel minder uitgesproken. De geleidelijker oplopende en aflopende 
thymidine-opname-waarden, gevonden in kweken met de hogere serum­
concentraties, leidt tot een samenvallen van de DNA-synthesecurven na een 
incubatieperiode van 96 uur. Deze verschillen konden niet verklaard worden 
uit een verschil in overleving van de lymphocyten. 
DE INVLOED VAN DE DIERSOORT WAARVAN HET SERUM AFKOMSTIG IS 
Vervolgens werden experimenten opgezet om de invloed na te gaan van serum, 
afkomstig van verschillende species, op de door PHA geïnduceerde stimulatie 
van muizelymphocyten. Om deze variabele te toetsen werden verschillende 
'batches' sera van verschillende soorten dieren gebruikt. Van elk species werden 
drie tot vijf verschillende sera uitgetest. Met uitzondering van de foetale kalver-
sera, die betrokken werden van Flow en Gibco laboratories, werden de sera 
door ons zelf bereid en binnen één maand gebruikt. De commerciële sera werden 
voor deze experimenten eveneens binnen één maand na aflevering gebruikt. 
Alle sera werden bij —20°C ingevroren bewaard. 
De resultaten van deze experimenten, waarbij voor elk serum de gevonden ge-
middelde waarden van drie verschillende experimenten worden gegeven, worden 
samengevat in tabel 2. Wij hebben een schematische indeling gemaakt in vier 
categorieën, waarbij wij die sera, waarmee steeds uitstekende resultaten werden 
verkregen, in Categorie I indeelden. Categorie II bevatte sera waarmee constant 
redelijke resultaten werden verkregen. Wisselende resultaten werden verkregen 
met sera van Categorie III, terwijl Categorie IV die sera bevatte, waarmee steeds 
- 1 1 1 1 1 Γ - 1 
24 48 72 96 120 144 
h o u r s of culture 
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lage tot zeer lage DNA-synthese-waarden werden verkregen. Tot Categorie I 
behoorden alle geteste foetale kalversera, de humane sera, en de sera afkomstig 
van paarden en kalveren. Met konijnensera en sera afkomstig van pasgeboren 
kalveren werden steeds constante en redelijk hoge DNA-synthese-waarden ver­
kregen. Met sera van kippen werden soms zeer hoge thymidine-opname-waar-
den gevonden, terwijl met andere sera van deze species slechts matige resultaten 
werden geboekt. Tot Categorie IV, welke sera bevat, waarmee na toevoeging 
van PHA aan lymphocytenkweken geen proliferatieve activiteit wordt gevon­
den, behoren alle geteste sera afkomstig van kleine knaagdieren. In een volgende 
paragraaf wordt nader aandacht besteed aan deze tot Categorie IV behorende 
sera. 
Sommige van de door ons gebruikte 'batches' foetale kalversera gaven hogere 
background-waarden dan normaliter met andere sera werden verkregen. Auto­
stimulatie zoals beschreven door Sabesin (1965) werd echter nimmer door ons 
waargenomen. Dit door Sabesin en ook door andere auteurs (Johnson en 
Russell 1965) beschreven verschijnsel houdt in, dat lymphocytenkweken, waar­
aan geen PHA is toegevoegd, toch een aanzienlijke 3H-thymidine-opneming 
vertonen, die soms zelfs even hoge waarden bereikt als van gestimuleerde kwe­
ken. Dit blijkt het gevolg te zijn van stimulering van de kweken door niet 
nader aangeduide factoren in het serum zelf. 
We zijn ook nagegaan, welke invloed de weglating van serum uit het kweek-
medium op de PHA-reactie had. Evenals bij humane lymphocyten blijken kwe­
ken waaraan geen serum is toegevoegd, niet in staat tot een proliferatieve reac­
tie na stimulering met PHA. De kweken sterven af en de blast-transformatie 
blijft uit. Samenvattend blijkt uit deze experimenten, dat met sera van verschil­
lende species PHA-stimulatie van muizelymphocyten in vitro mogelijk is, en dat 
de mate van de metabolische activiteit afhankelijk is van het soort serum. 
INVLOED VAN HET BEWAREN VAN SERUM OP DE PHA-REACTIE VAN 
MUIZELYMPHOCYTEN IN VITRO 
Tijdens het onderzoek naar de optimale voorwaarden voor het in vitro aan­
houden van muizelymphocyten hadden wij de indruk gekregen dat met verse 
sera hogere thymidine-incorporatie-waarden verkregen werden dan met sera 
die gedurende lange tijd bij —20°C waren bewaard. Ter toelichting: wij noe­
men een serum vers, wanneer het korter dan drie weken bij —20°С is bewaard. 
Deze verse sera zijn in dit onderzoek vergeleken met sera die gedurende 6 maan­
den tot 1 jaar in ingevroren toestand zijn bewaard. De experimenten uitgevoerd 
om de bovengenoemde indruk te bevestigen, hebben deze indruk weliswaar 
versterkt (zie tabel 3), maar deze resultaten moeten toch kritisch worden geëva-
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TABEL 2. Invloed van sera van verschillende species op de reactie van muizelymphocyten op 
PHA. 
Serum* 
Foetale kalf 
Kalf 
Paard 
Mens 
Nuchtere kalf 
Konijn 
Kip 
Muis 
Rat 
Cavia 
Hamster 
Geen serum 
serumnummer 
no I 
no 2 
no з 
no 1 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no 1 
ПО 2 
no 3 
no 4 
no 5 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
CPM per 
met PHA 
3 2 0 0 0 
2 5 0 0 0 
2 3 0 0 0 
2 6 0 0 0 
2 1 0 0 0 
2 5 0 0 0 
3 5 0 0 0 
3 1 0 0 0 
2 9 0 0 0 
3 0 0 0 0 
2 4 0 0 0 
4 1 0 0 0 
2 5 0 0 0 
2 3 0 0 0 
1 8 0 0 0 
2 9 0 0 0 
2 5 0 0 0 
1 9 0 0 0 
2 2 0 0 0 
1 7 0 0 0 
1 6 0 0 0 
IIOOO 
8 0 0 0 
2 5 0 0 
I IOO 
6 0 0 
3 1 0 0 
2 8 0 0 
1 2 0 0 
1 6 0 0 
1 2 0 0 
9 0 0 
1 3 0 0 
9 0 0 
1 2 0 0 
I5O 
I 4 0 
1 8 0 
kweek** 
zonder PHA 
6 0 0 
4 0 0 
1350 
4 0 0 
3 0 0 
2 5 0 
4 0 0 
3 0 0 
3 0 0 
2 0 0 
2 2 0 
1 8 0 
1 9 0 
1 7 0 
3 5 0 
1 8 0 
1 2 0 
1 8 0 
1 5 0 
1 4 0 
1 2 0 
2 1 0 
1 5 0 
1 6 0 
1 9 0 
* Foetale kalversera werden van Gibco en Flow laboratories betrokken. De andere sera 
werden in ons laboratorium bereid en binnen één maand gebruikt voor deze experimenten. 
** De 3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 48 uur. Elk getal is het 
afgeronde gemiddelde aantal 'counts per minute' van tenminste 3 afzonderlijke experimenten. 
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lueerd, aangezien hier geen verse en langdurig bewaarde sera van één en het 
zelfde dier onderling zijn vergeleken. 
TABEL 3. Invloed van het bewaren van serum op de reactie van muizelymphocyten op PHA. 
Serum* 
Humane serum no 1 
Humane serum no 3 
Kalverserum no 1 
Kalverserum no 4 
Konijneserum no 1 
Konijneserum no 3 
Periode waarin serum 
bij —20° С is bewaard 
2 weken 
8 maanden 
4 weken 
6 maanden 
2 weken 
1 jaar 
CPM per kweek** 
30000 
21000 
26000 
19000 
25000 
19000 
* Alle sera werden gebruikt in een concentratie van 5 %. 
** De 3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 48 uur. Elke waarde is 
het afgeronde gemiddelde aantal 'counts per minute' van drie afzonderlijke experimenten. 
Omdat de uit deze experimenten verkregen gegevens toch de aandacht verdie­
nen, zeker met betrekking tot het gebruik van commerciële sera waarvan meest-
al de bereidingsdata niet bekend zijn, hebben wij deze experimenten herhaald 
met gebruikmaking van humane sera van 5 donores, respectievelijk aangeduid 
A-E. Met verse sera afkomstig van donores A en В werden hogere DNA-
synthese-waarden gevonden dan met de overeenkomstige oude sera. Verse sera 
van donores С en D geven daarentegen DNA-synthese-waarden die niet sterk 
verschillen met de waarden gevonden met de van dezelfde donores afkomstige 
langdurig bij —20° С bewaarde sera. Het 8 maanden bij —20° С bewaard serum 
van donor E geeft zelfs een iets hogere DNA-synthese-waarde dan het overeen­
komstig verse serum. De resultaten van deze experimenten zijn weergegeven in 
tabel 4. 
EXPERIMENTEN MET SERA DIE EEN REMMENDE INVLOED HEBBEN OP DE 
REACTIE VAN MUIZELYMPHOCYTEN OP PHA 
Zoals eerder in dit hoofdstuk beschreven, hebben wij steeds wanneer gebruik 
is gemaakt van sera afkomstig van muizen, caviae, ratten en hamsters, ondanks 
toevoeging van optimale concentraties PHA aan de kweken, slechts geringe 
stimulering van muizelymphocyten verkregen. We hebben ons afgevraagd of 
deze inhibitie van de reactie op PHA louter verklaard zou moeten worden op 
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TABEL 4. Invloed van het bewaren van serum op de reactie van muizelymphocyten op PHA. 
Donorserum* 
Donor A 
Donor В 
Donor С 
Donor D 
Donor E 
Periode waarin serum 
bij-—20° С is bewaard 
1 week 
9 maanden 
1 week 
1 jaar 
2 weken 
7 maanden 
2 weken 
8 maanden 
2 weken 
1 jaar 
CPM per kweek* 
48.311 
37.293 
69.109 
44.512 
54582 
52.346 
ЗЗ464 
29.245 
48.680 
54.496 
* Alle sera werden gebruikt in een concentratie van 5 %. 
** De 3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 48 uur. Elke waarde is 
het gemiddelde van 3 afzonderlijke experimenten. 
grond van toxische eigenschappen van deze sera, of dat andere mechanismen 
hiervoor verantwoordelijk zouden zijn. Experimenten, waarbij de concentratie 
van muizeserum in het kweekmedium tot 10 % of meer werd opgevoerd, geven 
een aanzienlijke vermindering van het aantal levende lymphocyten in de kweken 
te zien; waarmee als verklaring voor de inhibitie van de DNA synthese een door 
toxische invloeden veroorzaakte celdood gesuggereerd werd. Deze verminderde 
levensvatbaarheid der lymphocyten was echter, vooral wanneer sera van caviae, 
ratten en hamsters aan de kweken werden toegevoegd, nooit uitgesproken ge­
noeg om de bijna volledige inhibitie van de DNA-synthese te verklaren. In 
kweken waaraan muizeserum was toegevoegd in concentraties van 10-15 per­
cent, kon het aantal levende cellen soms 60 tot 70 percent lager zijn dan in 
kweken waaraan humane of kalversera in dezelfde concentratie waren toege­
voegd. Ofschoon deze reductie van het aantal levende cellen zeer hoog is, is 
zelfs deze aanzienlijke vermindering niet in verhouding met de verminderde 
DNA-synthese van 95 % welke in deze kweken wordt gevonden. Wanneer aan 
de kweken 4 % muizeserum wordt toegevoegd is het aantal dode cellen ca 30-50 
percent hoger dan in kweken waaraan humane sera zijn toegevoegd. Echter 
ook in kweken waarin de muizeserum-concentratie lager is dan 5 % vinden we 
een bijna volledig uitblijven van de DNA-synthese, terwijl uitsluitend cyto-
toxische invloeden in deze gevallen als enige verklaring waarschijnlijk niet 
voldoende zijn. Maar het is anderzijds mogelijk dat morfologisch en in de 
vitale kleuring géén afwijkingen te vinden zijn, terwijl de cellen toch zijn be-
schadigd door een schadelijke werking van de sera. Een verminderde reactie van 
48 
menselijke lymphocyten, die voor een deel verklaard kon worden op grond van 
een in plasma aanwezige remmende factor is door Mc Farlin en Oppenheim 
(1969) beschreven met sera van patiënten die lijden aan ataxia-teleangiectasia. 
De in vitro reactie van normale lymphocyten, waaraan het remmende serum 
was toegevoegd, kon worden hersteld door toevoeging van hogere concentra-
ties van PHA aan het medium. Met deze in normale omstandigheden sub-
toxische doses PHA werden DNA-synthese-waarden verkregen welke ongeveer 
gelijk waren aan de waarden, gevonden in kweken waaraan niet remmende sera 
en een normale dosis PHA waren toegevoegd. Men krijgt uit de experimenten 
van Mc Farlin en Oppenheim de indruk, dat de remmende sera ófwel het PHA 
binden, óf het op een andere wijze onwerkzaam maken ; met hogere doses van 
het mitogeen wordt immers een normale reactie verkregen. 
Om na te gaan of aan de remming van de reactie van muizelymphocyten door 
sera van knaagdieren een vergelijkbaar mechanisme ten grondslag ligt, hebben 
wij met gebruikmaking van muizesera en caviasera muizelymphocytenkweken 
opgezet, waaraan opklimmende hoeveelheden PHA werden toegevoegd. De 
resultaten van deze experimenten worden weergegeven in tabel 5. 
TABEL 5. Invloed van stijgende dosis PHA op de 3H-thymidine-opname van kweken van 
muizelymphocyten waaraan caviaserum, muizeserum en foetaal kalverserum is toegevoegd. 
Serum* 
Caviaserum 
Muizeserum 
Foetaal kalverserum 
Concentratie PHA 
0.3% 
1 % 
2 % 
5 % 
0.3% 
1 7„ 
2 % 
5 % 
0.3% 
1 % 
2 % 
5 % 
CPM per kweek** 
1609 
1568 
124З 
1291 
912 
1123 
1079 
954 
41.767 
32.19З 
27-135 
13.189 
* Alle sera werden gebruikt in een concentratie van 5 %. 
** De 3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 48 uur. Elke waarde is 
het gemiddelde van twee afzonderlijke experimenten. 
Uit deze experimenten blijkt dat binding van PHA geen verklaring is voor de 
remmende invloed op de PHA-reactie van deze sera. Een verhoging van de 
PHA-concentratie leidde in deze experimenten niet tot een toename van de 
reactiviteit van de lymphocyten. 
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Tenslotte zijn wij nagegaan of de remming van de reactie van muizelymphocyten 
op PHA door sera van kleine knaagdieren kenmerkend is voor lymphocyten 
van deze species, of dat ook lymphocyten van andere species onder invloed van 
deze sera dezelfde remming ondergaan. We hebben hiervoor kweken van hu­
mane tonsillaire lymphocyten bereid zoals beschreven in Hoofdstuk II. In ver­
schillende experimenten werden humane lymphocytenkweken voorzien van 
foetale kalversera, humane sera, en van sera, die een remmende invloed hadden 
op de reactiviteit van muizelymphocyten. Van elk serum werden drie verschil­
lende 'batches' gebruikt. Alle sera werden gebruikt in een concentratie van io %. 
Deze experimenten werden tweemaal herhaald. De resultaten van een represen­
tatief experiment zijn weergegeven in tabel 6. Alle muizesera blijken de reactie 
van menselijke lymphocyten op PHA te remmen; de vitaliteit van de kweken 
die van muizesera zijn voorzien valt aanzienlijk lager uit dan die van de kweken 
waaraan de andere sera zijn toegevoegd. Uit deze experimenten blijkt dat 
muizeserum zowel de reactiviteit van muizelymphocyten als van humane lym­
phocyten remt, terwijl sera van ratten, hamsters en caviae, waarmee slechte 
resultaten werden verkregen bij de stimulatie van muizelymphocyten, geen na­
delige invloed hebben op kweken van humane lymphocyten. 
TABEL 6. Invloed van sera van kleine knaagdieren op de 3H-thymidine-opname van met 
PHA gestimuleerde humane lymphocyten. 
Serum 
Muizeserum 
Caviaserum 
Ratteserum 
Hamsterserum 
no I 
no 2 
no з 
no I 
no 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
no I 
ПО 2 
no 3 
Foetale kalverserum 
no 2 
Humane serum no I 
ПО 2 
(Swiss) 
(C57 Bl) 
(СзН/Hej) 
CPM per kweek* 
2215 
3090 
4047 
46441 
49918 
56030 
47376 
44509 
41418 
31542 
32436 
41429 
37012 
49473 
48438 
70823 
Percentage levende 
cellen** 
36 
42 
39 
ΙΟΙ 
92 
94 
92 
9 6 
99 
9ΐ 
93 
94 
9 6 
94 
98 
102 
* Aantal 'counts per minute' geïncorporeerd 3H-thymidine, na een labelingsperiode van 
8 uur op dag 3. 
** Het aantal levende cellen werd geteld na een kweekperiode van 3 dagen en vergeleken 
met het aantal levende cellen op dag o. 
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INVLOED VAN VERSCHILLENDE MEDIA OP DE REACTIE VAN 
MUIZELYMPHOCYTEN OP PHA 
Wij hebben de invloed van vijf verschillende media op de reactiviteit van muize-
lymphocyten in vitro bestudeerd. Twee van deze media, namelijk MEM-S me­
dium en het McCoy 5 A medium, zijn spinner-media die Earle's gebufferde 
zoutoplossingen als basis hebben, terwijl de andere door ons gebruikte media, 
RPMI 1640, RPMI 1630 en TC 199 voorzien zijn van Hanks' gebufferde zout­
oplossingen. Deze experimenten zijn viermaal uitgevoerd, waarbij per experi­
ment voor elk medium 5 kweken zijn gebruikt. Uit deze onderzoekingen blijkt 
dat optimale resultaten worden verkregen bij gebruik van de media RPMI 1630 
en RPMI 1640, terwijl ook met MEM-S zeer hoge thymidine-opname-waarden 
worden gevonden. De reactie van de Iymphocyten op PHA is bij gebruik van 
medium TC 199 en McCoy 5 A medium lager dan bij gebruik van de eerder ge­
noemde media. De resultaten van deze experimenten zijn samengevat in tabel 7. 
TABEL 7. Invloed van verschillende media op de reactie van muizelymphocyten op PHA. 
Medium 
RPMI 1630 
RPMI 1640 
MEM-S* 
TC 199 
Mc Coy 5A* 
CPM per kweek 
110.406 
101.559 
94.663 
73.668 
59.539 
De vermelde resultaten zijn de gemiddelden van vier afzonderlijke experimenten. 
* = media voor suspensiekweken. 
Alle kweken werden voorzien van 5% vers humaan serum. 
Wij hebben in deze vier experimenten steeds de vier kweken met RPMI 1640 
medium met vers bereid humaan serum vergeleken met identieke kweken waar­
aan van dezelfde donor afkomstige twee weken oude sera waren toegevoegd. 
Er was weinig verschil in thymidine-opname-waarden van kweken waaraan het 
verse serum was toegevoegd en kweken die serum bevatten dat twee weken bij 
—20° С was bewaard. Alhoewel het aantal experimenten geen definitieve con­
clusies toelaat, lijkt toch van een belangrijke invloed van vers serum geen sprake 
te zijn. 
INVLOED VAN DE VERVERSING VAN HET KWEEKMEDIUM OP DE 
REACTIVITEIT EN DE OVER LEVIN GSDUUR VAN DE KWEK EN 
In het algemeen wordt voor de bestudering van de reactiviteit van lymphocyten-
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kweken het medium van de kweken gedurende de kweekperiode niet ververst. 
Wij zijn nagegaan hoe lymphocytenkweken zich gedragen wanneer het medium 
- zoals dit voor aan glas gehechte celkweken gebruikelijk is - twee- tot driemaal 
per week wordt vernieuwd. Hiervoor werden kweken opgezet die verdeeld wer­
den in twee groepen. Van de ene groep werd het medium na een kweekperiode 
van 24 uur, 72 uur en 120 uur ververst, waarbij 1 cc van het oude medium ver­
vangen werd door vers medium. Van de tweede groep werd het medium niet 
ververst. Op gezette tijden werden van beide groepen drie buizen gemerkt met 
3H-thymidine en na een incubatieperiode van 8 uur geoogst. Dagelijks werden 
van beide groepen van lymphocytenkweken monsters genomen voor de bepa­
ling van het aantal levende cellen in de kweken. De resultaten van de experi­
menten zijn in de figuren 3 en 4 weergegeven. 
τ — ι — ι — г 
6 8 10 
dcry of culture 
FIGUUR 3. Invloed van verversing van het 
medium op de overleving van muizelym-
phocyten in vitro. 
o, kweken waarvan het medium is ververst ; 
· , kweken waarvan het medium niet werd 
ververst. 
96 144 
hours of culture 
FIGUUR 4. Invloed van verversing van het 
medium op de thymidine-opname van door 
PHA gestimuleerde muizelymphocyten in 
vitro. 
o, kweken waarvan het medium is ververst ; 
· , kweken waarvan het medium niet werd 
ververst. 
In kweken waarvan het medium wordt ververst, vindt men zowel een sterkere 
stimulering van de stofwisseling alsook een hoger percentage levende cellen op 
de verschillende dagen van de kweekperiode. Deze experimenten laten tevens 
zien, hoe groot het aantal levende cellen op de diverse dagen van de kweek­
periode is in kweken die niet worden ververst. Na een kweekperiode van 2 
dagen blijken 60-70 % der lymphocyten nog levend te zijn; er vindt een geleide-
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lijke daling van het aantal levende cellen plaats tot de 6e dag van de kweek-
periode waarop nog 25-30 % der cellen in leven zijn. Vervolgens vindt een ver­
dere daling van het aantal levende cellen plaats tot dag 9, waarop nog 15-20 % 
der oorspronkelijke cellen aanwezig zijn. 
INVLOED VAN DE CELCONCENTRATIE 
Om de invloed van de celconcentratie op de reactie van muizelymphocyten op 
PHA na te gaan werden kweken opgezet waarvan de celconcentratie respectie­
velijk 1 miljoen, г\ miljoen, 5 miljoen, η\ miljoen en 10 miljoen lymphocyten 
per ml kweekmedium bedroegen. Voor elke celconcentratie werden 5 kweken 
gebruikt en deze experimenten werden 6 maal herhaald. De reactie gemeten aan 
de hand van de opname van 3H-thymidine werd bepaald na een kweekperiode 
van 48 uur. Er bestond een verband tussen het aantal cellen per kweek en de 
opname van 3H-thymidine door deze kweken. Uit figuur 5 blijkt dat dit verband 
ongeveer lineair is tot een concentratie van 5 miljoen lymphocyten per ml; de 
relatieve afname van de reactie in kweken met een hogere celconcentratie kon 
niet worden geweten aan een tekort aan radioactief thymidine in het medium, 
aangezien de bovenstaande vloeistof van de kweken met de hoogste celconcen­
tratie na de meetperiode nog hoge activiteit vertoonde. 
τ 1 1 1 1—^  
1 25 5 7.5 10 
lymphocytes per ml χ 10 6 
FIGUUR 5. Invloed van de celconcentratie op de reactie van muizelymphocyten op PHA. De 
3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 48 uur. 
We leggen er de nadruk op, dat de reactie voor alle kweken gemeten is na 48 
uur; dit is daarom van belang, omdat door Leventhal en Oppenheim (1969) 
voor humane lymphocyten is aangetoond, dat er een verband bestaat tussen 
celconcentratie en het tijdstip waarop de maximale reactie wordt gevonden. 
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Deze auteurs vonden dat voor kweken met een hogere celconcentratie de ma-
ximale reactie vroeger in de kweekperiode viel dan voor kweken met een lagere 
celconcentratie. Wij hebben voor muizelymphocyten gevonden dat bij gebruik 
van lagere celconcentraties ( i - i£ miljoen) de waarde van de thymidine-opname 
gemeten na 48 uur en 72 uur slechts weinig verschilt. Dit is wel het geval bij een 
celconcentratie van 3-5 miljoen. Bij deze concentraties vindt men een uitgespro-
ken maximum na 48 uur. De reactie van muizelymphocyten op PHA lijkt dus 
bij celconcentraties van i - i^ miljoen geprotaheerd te verlopen, waarbij een 
minder scherpe daling van de opname van thymidine plaats vindt na de tweede 
dag van de kweekperiode. Een soortgelijk fenomeen werd door ons beschreven 
in paragraaf 2 van dit hoofdstuk, waarin de invloed van serumconcentratie op 
de reactiviteit wordt besproken. Bij de lage serumconcentraties (3-5 %) vinden 
wij een duidelijke top van de DNA-synthese na 48 uur, gevolgd door een nogal 
scherpe daling hiervan in de latere meetperioden van het experiment. Bij ge-
bruikmaking van hoge serumconcentraties (20-25 %) vonden wij een minder 
hoge top en een geleidelijker daling van de metabolische activiteit der kweken 
(figuur 2). 
BLASTTRANSFORMATIE EN MITOSE-INDEX 
Na een kweekperiode van 48 tot 72 uur werden van de gekweekte lymphocyten 
uitstrijkpreparaten gemaakt, die volgens May-Grunwald-Giemsa werden ge-
kleurd en vervolgens gebruikt voor differentiële tellingen op getransformeerde 
en niet-getransformeerde lymphocyten. In optimaal gestimuleerde kweken wa-
ren na een kweekperiode van 72 uur meestal 40-45 percent der cellen getrans-
formeerd tot blastcellen. In ongestimuleerde kweken bedroeg het aantal blast-
cellen steeds minder dan 3 percent. In metafasepreparaten die, na toevoeging 
van colchicine aan het kweekmedium, volgens de techniek van Moorhead e.m. 
werden bereid, zijn na een kweekperiode van 72 uur steeds per 100 cellen 2 tot 
3 fraaie delingsfiguren gezien. Deze metafasefiguren werden nimmer waargeno-
men in kweken van ongestimuleerde lymphocyten. Verversing van het kweek-
medium na een kweekperiode van 24 uur had een positieve invloed op de 
mitose-index; in deze kweken werden meer blastcellen en meer mitosefiguren 
gezien dan in kweken waarvan het medium niet werd vernieuwd. 
STIMULERING VAN MUIZELYMPHOCYTEN MET ANTILYMPHOCYTEN-
SERUM 
In vitro stimulatie van menselijke lymphocyten met antisera gericht tegen hu-
mane lymphocytaire componenten is sinds de eerste beschrijving door Grasbeck 
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e.m. (1964) later door verschillende onderzoekers met succes herhaald. Over 
stimulering van muizelymphocyten met ALS worden slechts sporadisch positie-
ve resultaten vermeld. Davis e.m. (1970) slaagden erin, met antisera verkregen 
na hyperimmunisatie van konijnen met muizelymphocyten, een geringe trans-
formatie van muizelymphocyten in vitro te bereiken. De door deze auteurs ge-
vonden thymidine-opname-waarden met in ALS gestimuleerde kweken blijken 
overigens slechts 3 maal hoger te zijn dan van controlekweken waaraan geen 
ALS is toegevoegd. Als wij hiermee de 200-voudige toename van 3H-thymidine-
incorporatie-waarden vergelijken van met PHA gestimuleerde kweken, is deze 
met ALS gevonden toename zeer bescheiden. 
In hoofdstuk II is de bereidingswijze van antilymphocytensera besproken en 
worden de titers van de 8 door ons gebruikte 'batches' ALS vermeld. Wij heb-
ben slechts met twee van deze sera enige stimulering kunnen verkrijgen, te weten 
met ALS no 3C en ALS no 4C. Beide batches waren volgens de methode van 
Jooste e.m. (1968) bereid. Voor ALS 3C werden hiervoor thymuslymphocyten 
gebruikt, waarmee konijnen met tussenpozen van twee weken driemaal intrave-
neus werden ingespoten. Voor ALS 4C werden miltlymphocyten gebruikt die 
gedurende 48 uur met PHA waren gekweekt. Deze lymphocyten werden twee-
maal gewassen en intraveneus ingespoten. Hiervoor werd een vaccinatieschema 
van 4 injecties gebruikt. Van enkele batches werd door middel van ammonium-
sulfaat-precipitatie de IgG-fractie geïsoleerd. Algemeen is men immers van 
mening dat de actieve fractie van het ALS in het IgG is gelokaliseerd. 
De proeven werden als volgt uitgevoerd: Aan muizelymphocytenkweken die 
5 % foetaal kalverserum bevatten, werd 0.5 %, 5 % en 15 % ALS toegevoegd. 
Kweken waaraan 0.5 %, 5 % en 15 % konijneserum werden toegevoegd, dienden 
als controle. Met ALS no 3C en no 4C in concentraties van 0,5 % en 5 % werden 
na 3 dagen thymidine-opnamewaarden gemeten die ca 1,8 maal hoger waren 
dan de controlewaarden. Met sommige 'batches' ALS werden lagere thymidine-
opnamewaarden verkregen dan in controlekweken. De resultaten van deze 
experimenten worden in tabel 8 samengevat. 
BESCHOUWINGEN 
Onder invloed van PHA ondergaan muizelymphocyten een proliferatieve reac-
tie die gelijkt op de door dit agens veroorzaakte reactie van lymphocyten van 
humane oorsprong. Maximale thymidine-opname-waarden werden waargeno-
men na een kweekperiode van 48 uur. Het aantal blastcellen en de mitoseindex-
waarden blijken na een incubatieduur van 72 uur maximaal te zijn. Deze waar-
neming is in overeenstemming met de bevindingen van Adler e.m. (1971) met 
muize-miltlymphocyten. 
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TABEL 8. Invloed van antilymphocytenserum (ALS) op de 3H-thymidine-opname van muize-
lymphocyten in vitro. 
ALS 
No I 
IgG-fractie van ALS No i** 
N 0 2 
IgG-fractie van ALS No 2** 
N 0 3 A 
No 3B 
N o 3 C 
N 0 4 A 
N 0 4 B 
N 0 4 C 
CPM 
met 
van kweken 
ALS (5%) 
170 
IIO 
220 
I5O 
220 
260 
3ІО 
36О 
340 
28О 
CPM van* 
contro lekweken 
190 
160 
310 
230 
210 
230 
180 
310 
330 
160 
* De 3H-thymidine-opname werd bepaald na een kweekperiode van 72 uur. De getallen 
zijn de gemiddelde waarden van drie verschillende experimenten. 
** Deze experimenten zijn uitgevoerd met verschillende verdunningen van het IgG. De 
hierbij opgegeven getallen geven de maximale incorporatiewaarden aan die met deze IgG-
fracties zijn verkregen. 
De PHA dosis-werkings-curve voor muizelymphocyten heeft in het gebied, 
waarin effectieve concentraties van PHA worden bereikt, een zeer steil verloop, 
waarbij slechts in een beperkt gebied hoge thymidine-opname-waarden worden 
gevonden. Een maximale reactie wordt gevonden indien de PHA-concentratie 
in het medium 0.3 % bedraagt, waarbij thymidine-opname-waarden worden 
geregistreerd, die ca 200 maal zo hoog zijn als in ongestimuleerde kweken. 
Festenstein (1968) en Häyry en Defendi (1970) vinden dat een tweemaal zo 
hoge PHA-concentratie noodzakelijk is ter verkrijging van een maximale reac-
tie bij gebruikmaking van periphere bloedlymphocyten. Ook werden door deze 
onderzoekers maximale thymidine-opname-waarden gevonden na een kweek-
periode van 72 uur. Deze variaties kunnen voor een deel verklaard worden door 
verschillen in kweekmethoden, maar waarschijnlijk zullen er ook verschillen in 
reactiviteit bestaan tussen lymphocytenpopulaties van verschillende lymphoïde 
organen. Weber (1968) heeft kunnen aantonen, dat konijnelymphocyten uit 
thymus, appendix en milt voor optimale stimulering verschillende concentra-
ties van PHA nodig hebben. Hij geeft als verklaring, dat verschillende lympho-
ïde organen in verhouding verschillende percentages bevatten van PHA-
gevoelige en PHA-ongevoelige lymphocyten. 
Zowel uit onze experimenten als uit die van anderen (Lindahl Kiessling en 
Peterson 1969; Häyry en Defendi 1970) blijkt, dat muizeserum een remmende 
invloed heeft op de door PHA geïnduceerde proliferatieve reactie. Uit ons 
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onderzoek is tevens gebleken, dat ook sera van verwante species zoals caviae 
ratten en hamsters dezelfde remmende invloed op de PHA-reactie hebben" 
Metcalf (1965) heeft een analoge remming van de PHA-reactie van ratte-
lymphocyten beschreven na toevoeging van ratteplasma aan het kweekmedium· 
Wij hebben kunnen aantonen, dat de remming die met sera van deze kleine 
knaagdieren wordt gevonden niet te verklaren is op grond van de door deze 
sera veroorzaakte cytocide invloed op de lymphocyten. Alhoewel in kweken 
waaraan deze sera waren toegevoegd de celsterfte aanzienlijk hoger was dan in 
kweken welke voorzien waren van sera van o.a. foetale kalveren, was deze cel-
sterfte niet in verhouding tot de vrijwel complete inhibitie van de DNA-
synthese die in deze kweken wordt gevonden. Ook hebben wij kunnen aanto-
nen, dat er hier geen sprake is van binding van PHA door deze sera, aangezien 
de PHA-inhiberende werking van deze sera niet verminderd werd door toevoe-
ging van hogere PHA-concentraties. McFarlin en Oppenheim (1969) hebben 
kunnen aantonen dat sera van patiënten, die aan ataxia-teleangiectasia lijden, 
een remmende werking uitoefenen op de PHA-reactie van humane lymphocyten, 
maar dat in die gevallen de inhibitie kan worden tegengegaan door toevoeging 
van hogere concentraties PHA aan het kweekmedium. Deze competitieve rem-
ming van de PHA-reactie door in serum aanwezige factoren is ook door andere 
onderzoekers beschreven (Riggio e.m. 1968; Cooperband e.m. 1969). 
Een van de meest interessante bevindingen uit ons onderzoek is dat een be-
perkte vorm van specificiteit is aan te tonen in de door de sera van muizen, 
caviae, ratten en hamsters veroorzaakte remming van de reactie van muize-
lymphocyten op PHA. Er is geen volledige specificiteit, omdat de remming ook 
plaats vindt wanneer sera van caviae, ratten en hamsters aan de kweken wordt 
toegevoegd, maar het valt wel op, dat de remming slechts plaatsvindt wanneer 
homoloog serum en sera van nauw verwante species worden gebruikt, en dat, 
met uitzondering van het muizeserum, de andere remmende sera geen inhibitie 
van de PHA-reactie van menselijke tonsillaire lymphocyten veroorzaken. Sera 
van niet-verwante species zoals paard en foetale kalf hebben anderzijds geen 
remmende maar een stimulerende invloed op de PHA-reactie van muize-
lymphocyten. Metcalf (1965) stelt dat de remming van de reactie van ratte-
lymphocyten op PHA na toevoeging van ratteplasma misschien functionele 
betekenis heeft en dat serumfactoren mogelijk verantwoordelijk zijn voor het 
in vivo handhaven van de lymphocyten in een niet-actieve delingstoestand. 
Cooperband e.m. (1967) hebben kunnen aantonen dat serum een dubbele 
functie vervult voor de reactie van humane lymphocyten op PHA. Enerzijds is 
toevoeging van serum noodzakelijk, anderzijds leidt een te hoge serumconcen-
tratie tot een vermindering van de reactiviteit. Wij hebben eveneens gevonden, 
dat een optimale reactie wordt verkregen bij een relatief lage concentratie (5 %) 
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van bepaalde door ons in Categorie I ingedeelde sera en dat weglating van se-
rum uit het kweekmedium leidt tot een volledig uitblijven van de proliferatieve 
reactie, terwijl verhoging van de serumconcentratie boven het gevonden opti-
mum leidt tot lagere thymidine-opname-waarden. Het blijkt dus dat serum 
naast voedende bestanddelen voor de celkweken tevens componenten bevat, 
die de werking van het PHA neutraliseren. Zowel door Morse (1968) als door 
Cooperband e.m. (1969) is in dit verband aandacht besteed aan de rol van 
serum-alpha-globulinen, die in staat blijken zowel de door PHA als de door 
antigeen geïnduceerde transformatie van lymphocyten tegen te gaan. In een 
recente studie is opnieuw aandacht besteed aan de invloed van plasmaconcen-
tratie op de reactie van humane lymphocyten op PHA (Alford 1970). Alford 
vindt eveneens, dat de thymidine-opname door humane lymphocyten gebonden 
is aan een optimale plasmaconcentratie. Ook hij stelt dat plasmafactoren waar-
schijnlijk ook in vivo operationeel zijn als controlemechanismen die de lympho-
cytentransformatie binnen de perken houden. Het zou in dit verband interessant 
zijn na te gaan of voor menselijke lymphocyten eerder een remming optreedt 
bij gebruik van hogere concentraties autoloog en homoloog plasma dan bij ge-
bruik van hoge concentraties van plasma van niet-verwante species. Inzicht in 
de aard van de serumfactoren die in vitro verantwoordelijk zijn voor de beper-
king van de proliferatieve activiteit van lymphocyten opent mogelijkheden deze 
factoren na isolering te beproeven op hun invloed op de inhibitie van de on-
gecontroleerde proliferatie van leukemische cellen in vivo. 
Uit onze experimenten met ALS blijkt dat muizelymphocyten in tegenstelling 
tot menselijke lymphocyten slechts geringe stimulering ondergaan wanneer zij 
in contact gebracht worden met tegen lymphocytaire componenten gerichte 
antisera. Slechts met twee van onze sera hebben wij enige stimulatie kunnen 
bereiken. Ook door Davis e.m. (1970) is slechts geringe stimulatie (thymidine-
opname-waarden van drie maal de controlewaarden) verkregen in experimen-
ten waarin muizelymphocyten in vitro werden gestimuleerd met ALS. Deze 
resultaten werden verkregen met sera van konijnen die herhaalde malen met 
muizelymphocyten waren ingespoten. 
Het is niet duidelijk aan welke oorzaken het verschil in reactie op ALS tussen 
muizelymphocyten en menselijke lymphocyten moet worden toegeschreven ; het 
verdient aandacht te onderzoeken, waarop dit verschil in reageren berust. 
Uit de publikatie van Adler e.m. (1970) krijgt men de indruk, dat voor muize-
lymphocyten het gebruik van media die een hoge concentratie van arginine 
bevatten zoals RPMI 1640, waaraan zeer vers humaan serum is toegevoegd een 
voorwaarde is voor optimale PHA stimulatie van deze cellen. Wij hebben 
gevonden dat de thymidine-opname bij gebruik van RPMI 1630 hoger is dan 
bij gebruik van een nogal eenvoudig medium als MEM-S. Het verschil was 
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echter gering. Alhoewel met de versere sera in het algemeen hogere thymidine-
opname-waarden werden verkregen, waren de verschillen niet steeds significant. 
Ook de gevonden verschillen in reactiviteit bij gebruik van sera van foetale 
kalveren, kalveren, paarden en sera van humane oorsprong waren te gering om 
er enige betekenis aan te hechten. 
Uit het onderzoek blijkt, dat muizelymphocyten zich evenals menselijke lympho-
cyten op vrij gemakkelijke wijze in kweek laten brengen en dat bij de gevolgde 
kweekmethode een redelijke overleving in vitro gedurende 9 dagen mogelijk is. 
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HOOFDSTUK IV 
VERMENIGVULDIGING VAN VIRUSSEN IN 
MUIZELYMPHOCYTEN 
I N L E I D I N G 
Door verschillende onderzoekers is de vermenigvuldiging van virussen in kwe-
ken van humane lymphocyten beschreven. In hoofdstuk II is door ons hieraan 
uitvoerig aandacht besteed. De experimenten, die in dit hoofdstuk worden be-
schreven, hebben ten doel na te gaan of het mogelijk is vermenigvuldiging van 
virussen in kweken van muizelymphocyten aan te tonen. Het beschreven sys-
teem heeft het voordeel, dat met lymphocyten van genetisch identieke indivi-
duen wordt gewerkt, terwijl het diermodel het voordeel verschaft, dat in vitro 
bevindingen kunnen worden getoetst aan in vivo experimenten. De te onder-
zoeken virussen werden, tenzij anders vermeld, geënt in 24 uur oude kweken 
door het medium te vervangen door nieuw medium waaraan het virus in de 
gewenste verdunning was toegevoegd. Behalve aan de vermenigvuldiging van 
virus in deze kweken werd ook aandacht besteed aan de invloed van de virus-
infectie op de celoverleving, de differentiële samenstelling en de DNA-synthese 
van de celkweken. 
VERMENIGVULDIGING VAN VESICULAR STOMATITIS VIRUS (VSV) IN 
KWEKEN VAN LYMPHOCYTEN VAN MUIZEN 
Uit onze experimenten bleek dat, PHA-gestimuleerde lymphocytenkwe-
ken die met een geconcentreerde suspensie van VSV waren besmet, tot 
144 uur na de virusinoculatie nog infectieus virus bevatten. Aangezien in 
controlekweken (kweken welke hetzelfde medium bevatten als lympho-
cytenkweken, maar waarin geen cellen aanwezig zijn) reeds na 48 uur geen 
infectieus virus meer aantoonbaar was, kon worden aangenomen dat VSV in 
staat was te vermenigvuldigen in kweken van PHA-gestimuleerde muizelympho-
cyten. Het leek ons van belang te onderzoeken of de virusproduktie afhankelijk 
was van de concentratie van het virusinoculum. Hiervoor werden verscheidene 
groepen van kweken besmet met suspensies van VSV, die in titer varieerden van 
io1·5 tot io6 PFU (plaque forming units) VSV/ml. Overmaat virus werd niet 
afgewassen en de cellen werden onmiddellijk na beënting geïncubeerd bij 35oС. 
6o 
Voor elk inoculum werden 6 kweken gebruikt en op gezette tijden werden van 
elke serie twee kweken geoogst en bij —70o С bewaard voor titratie van het 
virus. 
O 2 4 4: 72 96 120 144 16S 
h o a r s a f t e r V S V inoculat ion 
FIGUUR 6. Vermenigvuldiging van VSV in PHA-gestimuleerde kweken van muizelympho-
cyten na enting met drie verschillende concentraties van het virus. 
G = io5 PFU; · = io3 PFU; о = io1 ' s PFU VSV per ml kweekmedium. 
In figuur 6 wordt het verloop van de vermenigvuldiging van VSV in PHA-
gestimuleerde muizelymphocyten weergegeven na enting van respectievelijk 
io 1 · 5 , io 3, en io 5 PFU VSV per ml. Een titerstijging werd steeds ca. 24 uur na 
de besmetting der kweken waargenomen, terwijl onafhankelijk van de gebruikte 
virusverdunningen een maximale virusopbrengst van 3,5-6. io 6 PFU VSV/ml 
werd verkregen 48 uur nadat de kweken van het virus waren blootgesteld. Wij 
hebben vervolgens experimenten verricht waarbij de lymphocytenkweken wer­
den beent met slechts 5 PFU VSV per ml; ook na enting van deze kleine dosis 
virus werd er virusvermeerdering waargenomen. De hoogste titers werden ech­
ter één dag later bereikt dan in kweken die met de meer geconcentreerde inocula 
waren beent. Bij de volgende proeven met VSV hebben wij steeds een inoculum 
van 50 PFU/ml gebruikt. 
INVLOED VAN PHA OP DE VERMENIGVULDIGING VAN VSV IN KWEKEN 
VAN MUIZELYMPHOCYTEN 
Terwijl in kweken van PHA-gestimuleerde muizelymphocyten steeds aanzien-
lijke virusvermenigvuldiging werd gevonden, bleef in lymphocytenkweken, 
waaraan geen PHA was toegevoegd, de vermenigvuldiging van het virus uit. 
Om na te gaan in welke mate de vermenigvuldiging van VSV in kweken van 
muizelymphocyten afhankelijk is van de stimulatie van het metabolisme van de 
lymphocytenkweken door PHA, werden kweken opgezet, waaraan verschillen-
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de verdunningen van PHA waren toegevoegd. Voor elke verdunning van PHA 
werden 5 kweken gebruikt. Van elke serie werden 2 kweken besmet met 50 
PFU VSV/ml, onmiddellijk nadat PHA aan deze kweken was toegevoegd. De 
overblijvende drie kweken van elke serie werden gebruikt voor de bepaling van 
de DNA-synthese. Na een incubatieperiode van 48 uur werden de met virus 
beënte kweken geoogst en bij —70° С bewaard voor titratie van het virus. De 
drie andere kweken werden na een kweekperiode van 40 uur gelabeld met ι μο 
thymidine en gedurende 8 uur verder gekweekt, waarna ook deze kweken na 
een totale incubatieperiode van 48 uur werden geoogst ter bepaling van de 
DNA-synthese. In figuur 7, waarin de resultaten van 3 experimenten zijn 
samengevat, blijkt een duidelijke correlatie te bestaan tussen door PHA ge­
stimuleerde stofwisselingsactiviteit enerzijds en toegenomen virusproduktie an­
derzijds. 
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FIGUUR 7. Invloed van de PHA-concentratie op de DNA-synthese en de vermenigvuldiging 
van VSV in kweken van muizelymphocyten. Verse PHA-gestimuleerde kweken werden 
geïnoculeerd met 50 PFU VSV/ml. De kweken bestemd voor de bepaling van de DNA-syn-
these werden niet met virus geïnoculeerd. Na een incubatieperiode van 48 uur werden de 
kweken geoogst en werden de virusopbrengst en de DNA-synthese bepaald. 
In kweken, waaraan geen PHA was toegevoegd, kon geen virusvermenigvuldi-
ging worden aangetoond. Bij een PHA-concentratie van minder dan 0,005 % 
wordt, zoals reeds in hoofdstuk III beschreven, geen stimulering van de DNA-
synthese gezien. Uit de hier beschreven experimenten blijkt dat bij deze lage 
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concentratie van PHA in het kweekmedium, óók geen virusvermenigvuldiging 
wordt gevonden. Maximale virustiters werden na een kweekperiode van 48 uur 
gevonden in kweken die een optimale concentratie PHA bevatten; in kweken 
waaraan hogere, subtoxische doses PHA waren toegevoegd, werd een lagere 
DNA-synthese én een lagere virusopbrengst gevonden. Uit deze experimenten 
blijkt, dat de vermeerderde virusproduktie in kweken van muizelymphocyten 
duidelijk gecorreleerd is aan de stimulering van de stofwisseling der lympho-
cyten door PHA. 
INVLOED VAN VSV OP DE OVERLEVING EN DE DIFFERENTIËLE 
SAMENSTELLING VAN L Y MPHOC YTENK WEKEN 
Om een indruk te verkrijgen omtrent de invloed van VSV op de overleving der 
lymphocytenkweken werden experimenten opgezet, waarin de relatie tussen 
virusvermenigvuldiging en overleving der kweken werd bestudeerd. De over-
leving van lymphocyten in met VSV besmette PHA-gestimuleerde kweken werd 
vergeleken met de overleving van lymphocyten in controle (PHA-gestimuleerde) 
kweken, welke niet besmet werden; ook de differentiële samenstelling der cellen 
werd bestudeerd. Een deel der kweken werd voor dit doel met 50 PFU/ml VSV 
geïnfecteerd, een ander deel met controlevloeistof. De kweken werden geduren-
de 48 uur bij 35o С geïncubeerd. Na 48 uur werden van drie besmette en drie 
controlekweken monsters genomen, waarvan een deel bij —70°C werd bewaard 
ter bepaling van de virustiter, terwijl een ander deel gebruikt werd voor vitale 
kleuring met trypaan blauw. De resterende celsuspensies werden afgedraaid en 
van het sediment werden uitstrijkpreparaten bereid, die met Giemsa werden 
gekleurd. In tabel 9 worden de resultaten van twee representatieve experimen-
ten weergegeven. Het percentage overlevende cellen in met VSV besmette kwe-
ken werd berekend, waarbij het aantal overlevende cellen in niet besmette kwe-
ken op 100 % werd gesteld. Uit deze experimenten blijkt dat de vermenigvuldi-
ging van VSV in kweken van muizelymphocyten gepaard gaat met een aanzien-
lijk celverlies. Uit de differentiatie van de met Giemsa gekleurde uitstrijk-
preparaten blijkt dat de vermindering van de cellen in de met VSV geïnfecteerde 
kweken voornamelijk toegeschreven moet worden aan lysis van blastcellen. In 
tabel 10 worden de resultaten van twee representatieve experimenten weer-
gegeven, waarin het percentage blastcellen in met VSV geïnfecteerde en in 
controlekweken wordt vergeleken. Deze voor een deel selectieve eliminatie van 
blastcellen door VSV is niet geheel verrassend. Uit proeven met menselijke 
lymphocyten was reeds aannemelijk gemaakt, dat de vermenigvuldiging van 
VSV geschiedt in lymphocyten, die bezig zijn te transformeren tot blastcellen 
óf reeds in blastcellen zijn overgegaan (Edelman en Wheelock 1968). 
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TABEL 9. Invloed van VSV op de overleving van cellen in kweken van PHA-gestimuleerde 
muizelymphocyten. 
Overlevende cellen in met VSV 
geïnfecteerde kweken* 
o uur 48 uur Virus titer (PFU/ml)** 
Expt 1 100% 42% 4 χ i o 6 PFU/ml 
Expt 2 103% 36% 15 x i o 6 PFU/ml 
* Totaal aantal levende cellen per ml in geïnfecteerde kweken 
Totaal aantal levende cellen per ml in controlekweken 
** Bepaald 48 uur na enting van virus. 
TABEL 10. Differentiële samenstelling van levende cellen in controlekweken en in kweken 
die met VSV zijn geïnfecteerd. 
Lymphocyten* Blastcellen 
Experiment I Controlekweken 54 % 46 % 
Geïnfecteerde kweken 94 % 6 % 
Experiment II Controlekweken 59% 4 1 % 
Geïnfecteerde kweken 96% 4 % 
* Van met Giemsa gekleurde uitstrijkpreparaten werden 500 intacte cellen geteld en deze 
cellen werden gedifferentieerd in lymphocyten en blastcellen. 
De bepaling is verricht 48 uur na enting van virus. 
VERMENIGVULDIGING VAN MENGOVIRUS IN KWEKEN VAN 
PHA-GESTIMULEERDE MUIZELYMPHOCYTEN 
Voor de bestudering van de interactie tussen mengovirus en muizelymphocyten-
kweken werden deze kweken na een incubatieperiode van 24 uur, geïnfecteerd 
met verschillende hoeveelheden mengovirus. Op verschillende perioden na de 
enting van mengovirus werden kweken geoogst en bij —70е С bewaard voor 
titratie van het virus. We vonden steeds een slechts geringe virusvermenigvuldi­
ging, waarbij 48 tot 72 uur na de enting met mengovirus de logio virustiter met 
0.50-0.75 was toegenomen. Vervolgens hebben wij het virus enkele malen door-
gepasseerd in lymphocytenkweken, waarvoor drie kweken werden besmet met 
i o 5 S 0 TCID50 mengovirus/ml en bij 35°C geïncubeerd. Na periodes van 48 uur 
en 72 uur werden monsters genomen, die driemaal bevroren en ontdooid wer-
den. Hiermee werden nieuwe kweken beent die na kweekperiodes van respec-
tievelijk 48 uur en 72 uur werden geoogst. Het virus dat na 48 uur was geoogst, 
werd steeds gebruikt voor een volgende passage, die weer na 48 uur werd ge-
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oogst. Het virus dat na 72 uur werd geoogst werd doorgepasseerd naar kweken 
die na 72 uur werden geoogst. Indien we de thermoinactivatie van het virus ver­
waarlozen, komt een passage van 0.15 ml suspensie in een kweek welke 1.5 ml 
medium bevat overeen met een tienvoudige verdunning van het oorspronkelijke 
inoculum. Indien de titer (log TCID50/ml) van het uitgangsinoculum 5,50 be­
draagt zal deze tienvoudige verdunning, bij uitblijven van virusvermeerdering, 
resulteren in een afname van de virustiter met log 10 en zal dus de titer na de 
eerste en tweede passage respectievelijk 4,50 en 3,50 bedragen. Na 6 door­
passages zal de op deze wijze geschatte titer o bedragen. In tabel 11 zijn de 
resultaten van twee titraties samengevat, waarbij telkens de door titratie gevon­
den titers vergeleken worden met de geschatte titers gebaseerd op verdunning 
bij afwezigheid van vermenigvuldiging. Uit deze tabel blijkt, dat de titers vanaf 
de derde passage steeds constant tussen 4.75 en 5.25 log TCID50 per ml blijven 
schommelen, en dat bij de vijfde passage waarop de geschatte titer o zou moeten 
zijn de suspensies nog 5,25 en 5 log TCID5o/ml mengovirus bevatten. Deze in 
vergelijking met de geschatte titer na passages toegenomen virustiters kunnen 
slechts verklaard worden uit vermenigvuldiging van het virus in de lymphocy-
tenkweken. 
TABEL 11. Titer van mengovirus na passage in kweken van PHA-gestimuleerde muize-
lymphocyten. 
Experiment 
I 
II 
Aantal passages 
, 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Virustiter 
(log TCID 
Geschatte titer* 
4.50 
3-50 
2.50 
1.50 
0.50 
0 
4.50 
З.50 
2.50 
1.50 
0.50 
0 
0 
50/mI) 
Door titratie 
gevonden titer 
4.50 
3-75 
4-75 
4-75 
5-25 
5.00 
4-25 
3-75 
4.50 
4-75 
5-25 
5.00 
5-25 
* Indien de titer (log TCID50) van het uitgangs-inoculum 5.50 bedraagt zal een tienvoudige 
verdunning resulteren in een afname van de titer met log 10. Bij uitblijven van vermenig­
vuldiging zal dus de geschatte titer na 6 doorpassages in dit geval dus o bedragen. 
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Vermenigvuldiging van mengovirus kon onomstotelijk worden vastgesteld door 
proeven waarbij gebruik gemaakt werd van het virus van de zevende passage. 
Dit virus werd in verschillende verdunningen geënt op lymphocytenkweken, 
waarna op gezette tijden enkele kweken werden geoogst en bij —70oС bewaard. 
Het verloop van het vermenigvuldigingsproces van mengovirus van de zevende 
passage in kweken van lymphocyten is in figuur 8 weergegeven. Het virus heeft 
zich na de passages aangepast aan de lymphocyten hetgeen blijkt uit de versterk­
te vermenigvuldiging van het virus in deze kweken. De kweken werden geënt 
met 3,5 log TCID50 mengovirus/ml. Na 72 uur werden maximum virusopbreng-
sten van 5,25 log TCID5o/ml gevonden, wat neerkomt op een log)0 titerstijging 
van 2,25. Daarentegen werd een logio titerstijging van slechts 0.50-0.75 waar-
genomen in experimenten waarin de oorspronkelijke nog niet gepasseerde virus-
suspensie werd gebruikt. Virusvermenigvuldiging bleef uit wanneer de kweken 
werden geïnfecteerd met minder dan 3,0 log TCID5o/ml van het doorgepasseer-
de mengovirus. 
g> 
с . I 1 -· culture without PHA culture with PHA 
0 24 48 72 96 120 
hours after Mengo virus inoculation 
FIGUUR 8. Vermenigvuldiging van mengovirus in PHA-gestimuleerde en in ongestimuleerde 
kweken van muizelymphocyten. 
Ook voor de vermenigvuldiging van mengovirus was de aanwezigheid van PHA 
in het kweekmedium vereist. In met virus geïnfecteerde kweken waaraan geen 
PHA was toegevoegd, daalde de virustiter geleidelijk. 
Zoals in de voorgaande paragraaf werd uiteengezet veroorzaakt VSV in lympho-
cytenkweken lysis van blastcellen. Ook bij mengovirus bleek dit het geval te 
zijn. In tabel 12 en 13 zijn de bevindingen van een representatieve experiment 
weergegeven. 
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TABEL 12. Invloed van mengovirus op de overleving van cellen in kweken van PHA-gestimu-
leerde muizelymphocyten. 
Overlevende cellen in met 
mengovirus geïnfecteerde 
kweken* 
Virustiter 
o uur 48 uur (log TCIDso/ml)** 
Experiment I 100% 5 1 % 5,25 
Experiment II 100% 46% 4,75 
* Totaal aantal levende cellen per ml in geïnfecteerde kweken 
^ ^ ~ ~ ~ ^ ^ ~ ^ ^
-
^ ^
-
~ — X ІОО^ 
Totaal aantal levende cellen per ml in controlekweken ° 
** Bepaald 48 uur na enting van virus. Het gebruikte mengovirus is 7 maal gepasseerd in 
lymphocytenkweken. 
TABEL 13. Differentiële samenstelling van levende cellen in controlekweken en in kweken 
die met mengovirus zijn geïnfecteerd. 
Experiment I 
Experiment II 
Controlekweken 
Geïnfecteerde kweken 
Controlekweken 
Geïnfecteerde kweken 
Lymphocyten* 
5 1 % 
79% 
56% 
77% 
Blasted len 
49% 
2 1 % 
44% 
2 3 % 
* Van met Giemsa gekleurde uitstrijkpreparaten werden 500 intacte cellen geteld en deze 
cellen werden onderscheiden in lymphocyten en blastcellen. 
De bepaling is verricht 48 uur na enting van virus. 
ENTING VAN ENKELE RNA VIRUSSEN IN PH A-GESTI M U LEERDE KWEKEN 
VAN MUIZELYMPHOCYTEN 
Met de volgende RNA virussen zijn proeven gedaan in kweken van muize-
lymphocyten: sendai virus, reovirus type 2, reovirus type 3, mouse hepatitis 
virus (MHV-S) en mouse hepatitis virus (MHV-3). In experimenten die op 
dezelfde wijze werden opgezet als beschreven voor VSV en mengovirus, werden 
kweken van PHA-gestimuleerde muizelymphocyten beent met suspensies van 
sendai virus welke 3 x io" — 6 χ io 6 PFU/ml sendai virus bevatten. De kwe­
ken werden op gezette tijden geoogst en na driemaal bevriezing en ontdooiing 
der cellen getitreerd. In geen der gevallen kon vermenigvuldiging van virus in 
muizelymphocytenkweken worden aangetoond. De titer van het sendai virus 
nam voortdurend af totdat na 96 uur geen infectieus virus meer aantoonbaar 
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was. De inactivatie van het virus in controlekweken geschiedde in een sneller 
tempo, zodat in deze kweken na 48 uur al geen virus meer aantoonbaar was. 
о б I 
Б. 
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ö 
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И 
• · medium control 
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Jj 24 48 72 96 
3 hours after Sendai virus inoculation 
FIGUUR 9. Inactivatie van sendai virus in kweken van met PHA gestimuleerde muizelympho-
cyten en in kweekmedium. 
In figuur 9 worden de resultaten van deze proeven met sendai virus weergege­
ven. In telkens 6 experimenten werd de interactie van respectievelijk MHV-S en 
MHV-3 met PHA-gestimuleerde muizelymphocyten bestudeerd. In kweken, die 
met io 4 - io e TCID 5 0 MHV-S of MHV-3/ml werden beent, was na 24 uur geen 
virus meer aantoonbaar. Aangezien deze thermolabiele virussen een snelle in­
activatie doormaakten na incubatie bij 35° С is geen poging ondernomen door 
passage eventueel adaptatie aan de lymphocytenkweken te verkrijgen. Met 
reovirus type 2 en reovirus type 3 zijn telkens vijf experimenten in lympho­
cytenkweken verricht waarin eveneens voor beide virussen geen virusvermeerde­
ring kon worden aangetoond. Aangezien de inactivatie van dit stabiele virus 
zeer langzaam plaats vond, hebben wij op dezelfde wijze als beschreven voor 
het mengovirus passages uitgevoerd waarbij de door verdunning geschatte titers 
en de door titratie gevonden titers met elkaar werden vergeleken. Deze experi­
menten zijn tweemaal uitgevoerd. In tabel 14 zijn de resultaten van één repre-
sentatief experiment met reovirus type 3 weergegeven. Wij hebben ook onder-
zocht of deze niet-vermenigvuldigende RNA-virussen invloed uitoefenden op 
de overleving van de celkweken. Infectie met sendai virus veroorzaakte een ge-
ringe vermindering van het aantal overlevende cellen. Infectie van lymphocyten-
kweken met reovirus type 2 en type 3 daarentegen had geen nadelige invloed 
op de cel-overleving. De invloed van de onderzochte RNA-virussen op de over-
leving van de celkweken wordt samengevat in tabel 15. 
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TABEL 14. Titer van reovirus type 3 na passage in kweken van PHA-gestimuleerde muize-
lymphocyten. 
Aantal passages 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
Log TCID 
Geschatte titer* 
6.0 
5 0 
4.0 
3.0 
2.0 
1.0 
0.0 
0.0 
so/ml 
Door titratie 
gevonden titer 
6.25 
4-75 
З.75 
З.25 
2-25 
1.25 
0.50 
0.00 
* Indien de liter (log TCID50) van het uitgangs-inoculum 5.50 bedraagt zal een tienvoudige 
verdunning resulteren in een afname van de titer met log 10. Bij uitblijven van vermenig­
vuldiging zal dus de geschatte titer na 6 doorpassages in dit geval dus o bedragen. 
TABEL 15. Invloed van enkele RNA-virussen op de overleving van PHA-gestimuleerde 
muizelymphocyten. 
Overlevende cellen* 
VSV 39% 
Mengovirus 48 % 
Sendai virus 89% 
Reovirus type 2 94 % 
Reovirus type 3 97 % 
* De bepalingen werden verricht na een kweekperiode van 48 uur. De overleving in de met 
virus geïnfecteerde kweken werd vergeleken met de overleving in controlekweken welke op 
100% werd gesteld. 
ENTING VAN ENKELE DNA VIRUSSEN IN PHA-GESTIMULEERDE 
MUIZELYMPHOCYTEN 
Met de volgende DNA virussen zijn proeven gedaan in kweken van muize-
lymphocyten: muizeadenovirus, herpes simplex virus en Polyomavirus. Met 
geen van deze virussen hebben wij vermenigvuldiging in kweken van muize-
lymphocyten kunnen aantonen. Het herpes simplex virus was na een incubatie-
periode van 3 dagen niet meer in de kweken aantoonbaar. Evenals de RNA 
virussen zijn ook de DNA virussen gepasseerd in verse lymphocytenkweken. 
Bij iedere passage werd de gevonden titer vergeleken met de op grond van de 
verdunning geschatte titer; bij elke passage werd het materiaal 10 maal ver-
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dund. Reeds na drie passages was het herpes virus niet meer in de kweken aan-
toonbaar. Polyomavirus en muizeadenovirus konden na 6 passages niet meer 
in de muizelymphocytenkweken worden aangetoond. 
Infecties met muizeadenovirus en Polyomavirus leidden niet tot een aantoon-
bare vermindering van het aantal overlevende cellen. Infectie met herpes simplex 
virus had wel een sterke reductie van het aantal levende cellen in de suspensie-
kweken tot gevolg. Na een kweekperiode van 48 uur bedroeg het percentage 
levende cellen in geïnfecteerde kweken slechts 32 % van het aantal cellen in 
controlekweken. Vooral de blastcellen werden door herpes simplex virus aange-
tast. In kweken, die met dit virus waren geïnfecteerd, bedroeg het aantal blast-
cellen nooit meer dan 7-10 % van de totale celpopulatie, terwijl in controle-
kweken de blastcellen tussen de 43 en 55 % van de celpopulatie uitmaakten. De 
uitkomsten van deze proeven zijn in tabel 16 samengevat. 
TABEL 16. Invloed van enkele DN A-virussen op de overleving van PHA-geslimuleerde 
muizelymphocyten. 
Overlevende cellen* 
Herpes simplex virus 32% 
Polyomavirus 101 % 
Muize-adenovirus 9 1 % 
* De bepalingen werden verricht na een kweekperiode van 48 uur. De overleving in de met 
virus geïnfecteerde kweken werd vergeleken met de overleving in controlekweken welke op 
100% werd gesteld. 
INVLOED VAN VIRUSINFECTIE OP DE DNA-SYNTHESE VAN 
PHA-GESTIMULEERDE MUIZELYMPHOCYTEN IN VITRO 
Voor rubellavirus is aangetoond, dat het in staat is de in vitro reactie van 
humane lymphocyten op PHA te onderdrukken zonder dat dit virus een 
cytopathologisch effect veroorzaakt in deze kweken (Olsen e.m. 1968). Ook 
voor poliovirus en echovirus type 11 is een remming van de DNA-synthese van 
PHA-gestimuleerde lymphocyten beschreven, die niet verklaard kon worden 
uit een vermindering van het percentage levende cellen (Willems e.m. 1969). 
Wij hebben in deze studie ook dit aspect van de virus-lymphocyt interactie 
onderzocht. De kweken werden opgezet zoals beschreven in 'materiaal en 
methoden', en onmiddellijk na toevoeging van PHA beent met 0,15 ml van 
de 1 op 10 verdunde stockvirussuspensies, terwijl aan controlekweken 0,15 ml 
PBS werd toegevoegd. Voor elk virus werden 5 kweken gebruikt. Na 48 uur 
werden deze kweken geoogst en 0,15 ml van het geoogste materiaal werd ge-
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passeerd in verse lymphocytenkweken. In totaal werden 5 passages verricht 
waarbij de DNA-synthese-remming gevonden in kweken, die met de stock-
virussuspensies waren beent, vergeleken werden met de DNA-synthese in kwe-
ken beent met het passagemateriaal. Van de onderzochte RNA virussen blijken 
mengovirus en VSV een sterke reductie te geven van de DNA-synthese, terwijl 
met sendai virus een geringe remming wordt gevonden. Infectie van de kweken 
met reovirus type 2 en reovirus type 3 veroorzaakte geen aantoonbare verande-
ringen in de stofwisseling van de lymphocyten. Remming van de DNA-synthese 
kon slechts in met mengovirus en VSV geïnfecteerde kweken na vijf passages 
nog worden aangetoond. Van de DNA virussen veroorzaakte herpes simplex 
virus een sterke reductie van de DNA-synthese. In dit geval was het effect 
verkregen met het oorspronkelijke virus na vijf passages in lymphocytenkweken 
niet meer aantoonbaar. Polyomavirus en muizeadenovirus hadden geen noe-
menswaardige invloed op de DNA-synthese. 
De in deze studie gevonden remming van de DNA-synthese kon echter steeds 
verklaard worden op grond van de door de virussen veroorzaakte vermindering 
in het percentage levende cellen. Een reductie van de PHA-reactie zonder dat 
de lymphocyten worden aangetast, zoals o.a. voor met rubellavirus besmette 
humane lymphocytenkweken door Olsen e.m. (1968) is beschreven, is met de 
door ons gebruikte virussen in muizelymphocytenkweken niet gevonden. 
Slechts met de in lymphocytenkweken vermenigvuldigende virussen was het 
mogelijk de remming van de DNA-synthese én de door het virus veroorzaakte 
vermindering van de overleving der cellen in verse kweken door te passeren. De 
gegevens van deze studie zijn in tabel 17 samengevat. 
BESCHOUWINGEN 
Uit het onderzoek blijkt, dat van de virussen die onderzocht zijn, VSV en 
mengovirus in staat zijn in kweken van PHA-gestimuleerde muizelymphocyten 
te vermenigvuldigen. Er vond geen noemenswaardige vermenigvuldiging plaats, 
wanneer geen PHA aan het kweekmedium was toegevoegd. Deze waarnemingen 
zijn in overeenstemming met de bevindingen van Edelman en Wheelock (1968), 
die hebben aangetoond dat de aanwezigheid van PHA in het kweekmedium van 
humane lymphocyten een noodzakelijke voorwaarde is voor de vermenigvuldi-
ging van VSV in deze celkweken. Deze auteurs hebben de opbrengst van VSV 
in humane lymphocyten gecorreleerd aan de door PHA geïnduceerde blast-
transformatie. Zij konden aantonen dat een maximale virusopbrengst verkregen 
werd in kweken waarin een hoog percentage blastcellen voorkwam, terwijl in 
kweken waaraan geen PHA was toegevoegd, de blastvorming én de virusver-
menigvuldiging uitbleef. Een verklaring voor de door PHA bevorderde virus-
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vermenigvuldiging in kweken van Iymphocyten is niet te geven; PHA induceert 
talrijke veranderingen in Iymphocyten die enerzijds zich morfologisch uiten in 
blasttransformatie en mitose, terwijl ook biochemische veranderingen worden 
geïnduceerd, die o.a. een toegenomen synthese van RNA en DNA omvatten. Uit 
verschillende onderzoekingen is gebleken dat de term phytohemagglutinine een 
verzamelnaam is voor de sterk uiteenlopende eigenschappen van een nogal on-
zuiver waterig extract van de boon phaseolus vulgaris. In de studies van Rivera 
en Mueller (1966) en van Goldberg e.m. (1969) wordt aannemelijk gemaakt, dat 
van enkele door PHA geïnduceerde veranderingen, met name de leukoaggluti-
natie, de agglutinatie van erythrocyten en de bevordering van RNA- en DNA-
synthese, teweeg gebracht worden door vier verschillende componenten aan-
wezig in het ongezuiverd phytohemagglutinine. Wij hebben de door PHA be-
vorderde vermenigvuldiging van virus in kweken van muizelymphocyten ge-
correleerd aan de door dit mitogene agens gestimuleerde synthese van DNA. 
Het bleek dat een maximale virusopbrengst verkregen werd in kweken waarin 
door de aanwezigheid van een optimale dosis PHA, een maximale synthese van 
DNA werd gevonden. Wij moeten echter het voorbehoud maken, dat de ver-
menigvuldiging van het virus ook afhankelijk kan zijn van andere door PHA 
geïnduceerde metabolische veranderingen. Virussen, die in ongestimuleerde 
Iymphocyten niet, maar in PHA-gestimuleerde Iymphocyten zeer goed verme-
nigvuldigen, blijken ook te kunnen vermenigvuldigen in monocyten en ma-
crophagen (Edelman en Wheelock 1967; Wheelock en Edelman 1970), welke 
cellen zijn die een zeer geringe DNA-synthese-activiteit vertonen. Bovendien is 
door Edelman en Wheelock (1968) aangetoond dat VSV reeds 8 tot 16 uur na 
virusinoculatie in PHA-gestimuleerde humane lymphocytenkweken begint te 
vermenigvuldigen. Aangezien de DNA-synthese-activiteit in deze kweken pas 
na 24 uur op gang komt, hebben deze auteurs gesuggereerd dat de door PHA 
bevorderde vermenigvuldiging van virus in gestimuleerde Iymphocyten mogelijk 
gecorreleerd zou kunnen zijn aan de geactiveerde synthese van RNA, die in 
gestimuleerde kweken van humane Iymphocyten binnen 2 tot 10 uur op gang 
komt. Ook uit de studie van Willems en Rawls (1969) blijkt, dat de maximale 
gevoeligheid van menselijke Iymphocyten voor poliovirus samenvalt met het 
tijdstip van de maximale RNA-synthese in deze kweken. De bevordering van 
virusvermenigvuldiging in lymphocytenkweken is overigens niet alleen in met 
PHA gestimuleerde kweken gevonden, maar ook in met ALS (Edelman en 
Wheelock 1968) en met specifieke antigenen gestimuleerde humane Iymphocy-
ten (Willems en Vondrovicova 1970) is een toegenomen groei van respectievelijk 
VSV en poliovirus beschreven. Ook deze bevindingen maken het aannemelijk, 
dat het virusvermenigvuldigingsproces in Iymphocyten samenhangt met in deze 
cellen geïnduceerde veranderingen in het metabolisme. 
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In tegenstelling tot wat voor menselijke lymphocyten is beschreven (Nahmias 
e.m. 1964) hebben wij geen vermenigvuldiging van herpes simplex virus in met 
PHA gestimuleerde muizelymphocyten kunnen aantonen. Een mogelijke ver-
klaring hiervoor zou kunnen zijn, dat hier sprake is van een door de species 
bepaalde gevoeligheid voor herpes simplex virus. Aangezien wij voor deze ex-
perimenten gebruik hebben gemaakt van muizen van vier weken tot drie maan-
den oud is het ook mogelijk, dat een door de leeftijd bepaalde resistentie tegen 
herpes simplex virus een rol speelt bij het uitblijven van vermenigvuldiging van 
dit virus in muizelymphocyten. Johnson (1964) wees erop, dat muizen met het 
ouder worden resistenter worden tegen extraneurale inoculatie met herpes 
simplex virus. Deze auteur heeft kunnen aantonen dat de bij oudere muizen 
kennelijk aanwezige 'barrière' tegen de verdere verspreiding van het virus ge-
zocht moet worden in de macrophagen van de buikholte en de weefselma-
crophagen. Macrophagen van muizen van 3 maanden oud, werden in vitro 
even gemakkelijk geïnfecteerd als macrophagen van vier dagen oude muizen. 
De geïnfecteerde macrophagen van vier dagen oude muizen waren echter in 
staat het virus over te dragen aan niet-geïnfecteerde cellen, die aan deze ma-
crophagen grensden. Bij geïnfecteerde macrophagen van volwassen muizen 
vond deze overdracht van virus aan aangrenzende cellen niet plaats. 
Een verminderde stimuleerbaarheid van menselijke lymphocyten door PHA is 
gevonden bij kinderen, die geboren werden met een congenitale rubellainfectie. 
Deze verminderde PHA-reactie bleef bestaan gedurende de acute fase van de 
ziekte, om daarna, tijdens het genezingsproces, geleidelijk normaal te worden 
(Olson e.m. 1967; Montgomery e.m. 1967). Ook na de infectie van in vitro 
kweken van lymphocyten van gezonde humane donores met rubellavirus wordt 
een sterke vermindering van de DNA-synthese in deze kweken gevonden 
(Olson e.m. 1968). Aangezien het rubellavirus niet cytotoxisch is voor lympho-
cyten kon de verminderde synthese van DNA door de lymphocyten niet ver-
klaard worden uit vermindering van het aantal levende en dus actief metaboli-
serende cellen. Ook na infectie met poliovirus en echo virus type 14 is een ver-
minderde synthese van DNA in humane lymphocytenkweken gevonden, zonder 
dat deze verminderde reactie op PHA-stimulatie verklaard kon worden door 
een cytotoxisch effect van de virussen op de lymphocyten (Willems e.m. 1969). 
Wij hebben in dit onderzoek aangetoond, dat verschillende virussen in staat 
zijn een zeer sterke daling van de DNA-synthese te veroorzaken in kweken van 
PHA-gestimuleerde muizelymphocyten. In alle gevallen echter waarin wij een 
na virusinfectie verminderd metabolisme vonden, kon deze verminderde PHA-
reactie verklaard worden op grond van de door de virusinfectie veroorzaakte 
vermindering van het aantal levende lymphocyten. 
Volgens recente onderzoekingen blijken steeds meer virussen in staat tot verme-
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nigvuldiging in in vitro kweken van humane lymphocyten (Due Nguyen e.m. 
1966; Edelman en Wheelock 1968; Willems e.m. 1969; Wheelock en Edelman 
1970). In sommige gevallen vormt de in vitro vermenigvuldiging van een virus 
de weerspiegeling van de virus-cel relatie in vivo. Er is een groeiende belang-
stelling naar de rol van lymphocyten in de Pathogenese van virusinfecties. 
Uit continue kweken van humane blastoïde cellen wordt zeer vaak een herpes-
achtig virus geïsoleerd (Henle e.m. 1968). Dit virus, welke later nauw verwant 
of identiek bleek te zijn aan het door Epstein en Barr (1965) uit kweken van 
Burkitt's lymphoma geïsoleerde EB virus wordt ook zeer vaak gevonden in 
kweken van lymphocyten van patiënten die lijden aan mononucleosis infectiosa 
(Diehl e.m. 1968). Uit Burkitt's lymphomen heeft men naast dit herpes-achtige 
virus talrijke andere virussen kunnen isoleren (Stewart 1969). Uit onderzoekin-
gen met scrapievirus blijkt dat dit persisterend virus sterk lymphocytotroop is 
en bij geïnfecteerde schapen en muizen heeft men het virus o.a. uit de milt van 
de geïnfecteerde dieren kunnen isoleren (Mould e.m. 1970). Mould e.m. menen 
dat langs welke route het scrapievirus ook wordt ingespoten, lokalisatie in 
lymphoid weefsel noodzakelijk is voor het begin van het in vivo vermenigvul-
digingsproces. Vaccinia virus, myxomavirus en extromelia virus zijn geïsoleerd 
uit lymphocyten van konijnen welke met deze virussen zijn geïnfecteerd, 
(Gresser en Lang 1966). 
De studie van de interacties tussen virussen en muizelymphocyten in vitro is 
tot nu toe niet mogelijk geweest, doordat de juiste kweekcondities voor het 
langdurig aanhouden van muizelymphocyten in vitro niet bekend waren. Deze 
studie heeft aangetoond dat muizelymphocyten met succes in vitro zijn te kwe-
ken en dat het tevens mogelijk is in deze cellen virusvermenigvuldiging aan te 
tonen. Deze bevindingen, waarbij gebruik gemaakt is van lymphocyten van een 
laboratoriumdier dat bij uitstek geschikt is als model voor onderzoek naar de 
Pathogenese van virusinfecties, verschaffen de mogelijkheid de rol van lympho-
cyten bij virusinfecties nader te analyseren. 
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HOOFDSTUK V 
ONDERZOEK NAAR HET VERSCHIL IN 
VERMENIGVULDIGING VAN ENKELE VIRUSSEN 
IN LYMPHOCYTEN EN MACROPHAGEN 
I N L E I D I N G 
Uit tal van onderzoekingen blijkt dat macrophagen een belangrijke schakel 
vormen in de weerstand van de gastheer tegen virale infecties en van groot 
belang zijn voor de Pathogenese van deze infecties (Sabin 1952, Bang en War-
wick i960, Goodman en Koprowsky 1962, Roberts 1963, Roberts 1964, Mims 
1964, Johnson 1964, Gresser en Lang 1966). Bij verscheidene virusinfecties kan 
men histologisch aantonen dat het lymphatisch weefsel is aangetast. Bij som-
mige ziekten zoals mazelen en rubella neemt dit de vorm aan van een lympha-
tische en reticulumcellige hyperplasie, terwijl bij andere virusziekten zoals 
ectromelia (Mims 1964) en muizehepatitis (Hirano en Ruebner 1965) het meest 
op de voorgrond tredend beeld, dat van een necrose van lymphocyten in de 
voornaamste lymphoïde organen is. Voorts worden lymphocyten vaak waar-
genomen op plaatsen waar virusvermenigvuldiging plaats vindt. Op grond hier-
van nemen verschillende onderzoekers aan, dat ook lymphocyten een belang-
rijke rol spelen in de Pathogenese van virusinfecties (Mims 1964, Biggart en 
Ruebner 1970, Wheelock 1971). In het geval van een viremie behoren monocy-
ten en lymphocyten tot de celtypen, die het virus het eerst ontmoet. Zeer veel 
virussen zijn in staat in macrophagen te vermenigvuldigen (zie overzichtsartikel 
van Gresser en Lang 1966) terwijl ook lymphocyten als gastheer kunnen funge-
ren voor verscheidene virussen. Het in vitro vermenigvuldigingspatroon van 
virussen zou een weerspiegeling kunnen zijn van de in vivo gevoeligheid voor 
het infectieuze agens. Een fraai voorbeeld hiervan wordt gegeven in de studies 
van Bang en Warwick (i960); zij hadden waargenomen dat kweken van ma-
crophagen van PRI muizen, in staat zijn, een sterke vermenigvuldiging op te 
leveren van het mouse hepatitis virus (MHV-PRI) waarbij in deze kweken door 
het virus een cytopathologisch effect wordt geïnduceerd, gevolgd door com-
plete lysis van de monolaag. In kweken van macrophagen van C3H muizen 
vond geen vermenigvuldiging van MHV-PRI plaats, terwijl in deze celkweken 
ook geen cytopathologische veranderingen optraden. Dit verschil in in vitro 
gevoeligheid voor het mouse hepatitis virus MHV-PRI bleek gecorreleerd te 
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zijn aan een in vivo verschil in gevoeligheid; intraperitoneale besmetting van 
muizen van de PRI stam, was aanleiding tot het ontstaan van een ernstige 
necrotiserende hepatitis, gevolgd door het intreden van de dood binnen 5 dagen 
na de besmetting. C3H muizen daarentegen bleken ongevoelig te zijn voor be­
smetting met het virus: Intraperitoneale inoculatie met zelfs zeer hoge doses van 
het virus gaf nimmer aanleiding tot hepatitis en mortaliteit. Bij de Fi-nakome-
lingschap van C3H/He en PRI muizen, bleek een 100 percent gevoeligheid voor 
MHV-PRI te bestaan, die in vitro weerspiegeld wordt door een gevoeligheid van 
de macrophagen van deze Fi-generatie. 75 percent van de F2-generatie bleek 
gevoelig te zijn, terwijl ca 30 % van de nakomelingen van een kruising van 
Fi χ СзН/Не na inoculatie met MHV-PRI aan hepatitis stierven. Ook in deze 
gevallen bleek er een correlatie te bestaan tussen in vivo gevoeligheid en ge­
voeligheid van de macrophagen van de betreffende muizen in vitro. Op grond 
van deze gegevens namen deze onderzoekers aan, dat gevoeligheid voor 
MHV-PRI bepaald wordt door een autosomale dominante gen. Door Goodman 
en Koprowsky (1962) is voor de groep В Arbo virussen een soortgelijk voor­
beeld van genetisch bepaalde resistentie beschreven. Terwijl deze Arbo В vi­
russen in hoge titers blijken te kunnen vermenigvuldigen in macrophagen van 
gevoelige muizen, vindt er slechts geringe vermenigvuldiging plaats in ma­
crophagen van muizen die ongevoelig zijn voor deze virussen. In kweken van 
muizenieren van de twee verschillende stammen werd dit verschil in vermenig­
vuldiging van het virus niet waargenomen; op grond hiervan namen deze 
auteurs aan dat het de macrophagen zijn, die bepalen of er wel of geen weer­
stand tegen infecties met Arbo В virussen is. Deze twee interessante voorbeelden 
van genetisch bepaalde resistentie tegen, en van gevoeligheid voor virusinfecties 
konden niet verklaard worden uit een verschil in snelheid van humorale anti-
lichaamvorming of uit een verschil in interferon-vorming. Onderzoekingen van 
Johnson (1964) tonen aan dat macrophagen een belangrijke rol spelen in de 
cellulaire immuniteit, zonder dat er sprake is van een genetisch bepaalde resisten­
tie. Hij beschrijft de ontwikkeling van een door de leeftijd bepaalde resistentie 
van muizen tegen extraneurale besmetting met herpes simplex virus. Wanneer 
dit virus subcutaan, intraperitoneaal of intranasaal bij 4 dagen oude of vol­
wassen muizen wordt ingespoten, wordt het opgenomen door de macrophagen 
van het reticulo-endotheliaal-systeem. Na intraperitoneale inoculatie met 
herpes simplex virus bleek ongeveer 1 op de 100.000 macrophagen van zowel 
4 dagen oude als volwassen muizen geïnfecteerd te zijn. In 4 dagen oude muizen 
vond echter een snelle vermenigvuldiging van het virus in lever en milt plaats, 
gevolgd door een secundaire viremie en aantasting van het centraal zenuw-
stelsel. In volwassen muizen was de verspreiding van het virus beperkt en werd 
48 uur na de besmetting geen virus gevonden in lever en milt. Aangezien deze 
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bij volwassen muizen optredende resistentie tegen herpes simplex virus niet ver-
klaard kon worden op grond van een vroege humorale antilichaam-reactie, 
postuleerde Johnson, dat een verandering in de macrophagen wellicht verant-
woordelijk was voor de beperking van de uitzaaiing van het virus in vivo. Voor 
het toetsen van deze theorie, werden kweken van peritoneaal-macrophagen van 
4 dagen, 4 weken en 2 maanden oude muizen, met herpes simplex virus besmet. 
Afhankelijk van het uitgangsinoculum, bleken steeds 1-20 % der cellen geïn-
fecteerd te zijn. Er was geen verschil in het aantal geïnfecteerde macrophagen 
bij 4 dagen oude en volwassen muizen. Terwijl de infectie in de kweken van 
macrophagen van volwassen muizen beperkt bleef tot de cellen die aanvankelijk 
geïnfecteerd waren, bleek het virus in kweken van macrophagen van 4 dagen 
oude muizen ook naburige cellen te infecteren en aldus aanleiding te geven tot 
een voortschrijden van de infectie met vorming van syncitia van geïnfecteerde 
cellen. Wanneer muizen van ca 3 weken werden gebruikt vond eveneens een 
verspreiding van het virus naar naburige cellen plaats, maar de voortgang van 
het proces was in deze gevallen veel langzamer. Een aanvankelijke gevoeligheid 
voor herpes simplex virus blijkt dus tijdens het volwassen worden te veranderen 
in resistentie. Johnson suggereert dat de oorzaak gezocht moet worden in wij-
zigingen, die de cytoplasmamembraan ondergaat tijdens het volwassen worden. 
Een eveneens met de leeftijd van het proefdier samenhangende gevoeligheid 
voor virus is door Gallily e.m. (1964) aangetoond voor MHV-PRI. Terwijl 
volwassen muizen van de C3H stam resistent zijn tegen intraperitoneale be-
smetting met MHV-PRI (Bang en Warwick i960) blijken C3H muizen die 
jonger zijn dan 2 weken gevoelig te zijn voor intraperitoneale besmetting met 
dit virus. Ook in macrophagen van deze jonge muizen blijkt het virus zich te 
kunnen vermenigvuldigen; de macrophagen ondergaan tijdens dit proces 
cytopathologische veranderingen. In een ander onderzoek was door Roberts 
(1963, 1964) aangetoond, dat een virulente stam van ectromelia virus eerder 
aanleiding gaf tot het ontstaan van hepatitis dan een avirulente stam van dit 
virus. Het verschil bleek te berusten op een verschil in vermogen van het virus 
tot aantasting van de Kuppferse cellen; want indien het leverparenchym een-
maal aangetast was, bleken beide virussen even gemakkelijk in staat te zijn zich 
in het weefsel van de lever te vermenigvuldigen en aanleiding te geven tot ern-
stige lesies. Het macrophagensysteem lijkt hier dus op te treden als een soort 
barrière, waarbij het virulente virus in staat is deze hindernis met gemak te ne-
men, terwijl het avirulente virus hier meer moeite mee heeft. In in vitro studies 
kon Roberts (1964) aantonen dat macrophagen 10 maal gevoeliger waren voor 
besmetting met het virulente dan met het avirulente virus. Van de andere kant 
bleek echter, dat kweken van macrophagen van zowel resistente als van gevoe-
lige muizen voor besmetting met het virulente ectromelia virus gevoelig waren. 
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Volgens Roberts kon het verschil in gevoeligheid voor ectromelia virus dan ook 
niet verklaard worden op grond van verschillen in gevoeligheid van macropha-
gen. Hij nam aan dat er wellicht bij de resistente muizestam sneller antistoffen 
werden gevormd dan bij de gevoelige stam. Ook Schell (i960) beschouwt dit 
als de verklaring voor het verschil in gevoeligheid voor ectromelia virus tussen 
verschillende muizestammen. 
Het in dit hoofdstuk weergegeven onderzoek houdt zich bezig met het bestu­
deren van het verschil in vermenigvuldiging van virussen in PHA-gestimuleerde 
lymphocyten en in macrophages We hebben dezelfde virussen, die voor het 
onderzoek naar de interactie met lymphocyten gebruikt zijn, nu onderzocht op 
hun mogelijkheid tot groei in kweken van macrophagen uit de peritoneaalholte. 
Er is tevens aandacht besteed aan factoren die van invloed kunnen zijn op de 
in vitro gevoeligheid voor het virus, namelijk aan de leeftijd en de stam van de 
muizen waarvan de macrophagen werden gebruikt. 
MATERIAAL EN METHODEN 
We hebben gebruik gemaakt van 'specific pathogen free' (S.P.F.) muizen van 
de stammen C3H, C57B1 en Swiss. Alle muizen waren van inteeltstammen en 
waren tussen de 2 en 4 maanden oud. In enkele experimenten zijn muizen ge­
bruikt van 1 tot 4 dagen oud en muizen ouder dan 4 maanden. Bij serologisch 
onderzoek werden geen neutraliserende antilichamen tegen de gebruikte virus­
sen gevonden. Bovendien zijn tijdens de bereiding van de kweken de cellen 
herhaaldelijk en zeer grondig gewassen om de overigens zeer geringe kans op 
aanwezigheid van cytophiele antilichamen uit te sluiten. Voor de aanleg van 
lymphocytenkweken en voor de aanleg van kweken van macrophagen uit de 
peritoneaalholte en uit de milt verwijzen wij naar Hoofdstuk II. Om de omstan­
digheden enigszins te standardiseren hebben wij steeds gebruik gemaakt van 
72 uur oude macrophagenkweken en 24 uur oude PHA-gestimuleerde lympho­
cytenkweken. De macrophagen hadden na die periode steeds een fraaie aaneen­
gesloten monolaag gevormd. Zowel macrophagen als lymphocyten werden, na­
dat het oude medium was verwijderd, beent met gelijke hoeveelheden virussus­
pensie. Nadat de kweken gedurende 2 uur bij 35o С aan het virus waren bloot­
gesteld, werden ze driemaal gewassen met Hanks' oplossing, van nieuw onder-
houdsmedium voorzien en vervolgens verder geïncubeerd bij 35o С. De lympho­
cytenkweken werden geïncubeerd in een gasmengsel van 5 % C0 2 in lucht. De 
macrophagenkweken werden in buizen met goed aansluitende schroefdoppen 
gekweekt. Op verschillende tijdstippen na de beënting met virus werden twee 
kweken geoogst. Het geoogste materiaal werd ingevroren en bij —70° С be-
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waard. Na afloop van de proef werden de titers bepaald. Om na te gaan of even-
tueel door PHA geïnduceerd interferon in lymphocytenkweken van invloed is 
op de resultaten, werd onderzoek naar de aanwezigheid van interferon in het 
kweekmedium van eendaagse lymphocytenkweken verricht. De methode voor 
de bepaling van interferon is beschreven in Hoofdstuk II. De volgende virussen 
werden door ons gebruikt: Reovirus type 3, VSV, mengovirus, sendai virus, 
herpes simplex virus, mouse hepatitis virus (MHV-3), mouse hepatitis virus 
(MHV-S) en muizeadenovirus. Titraties werden verricht volgens de terminale 
verdunningsmethode in buizen. De TCID50 werd bepaald volgens Kärber. Er is 
van dezelfde celstammen en cellijnen gebruik gemaakt als in Hoofdstuk II voor 
de titraties zijn beschreven. Met MHV-3 e n MHV-S zijn enkele titraties in vivo 
verricht; 0.1 ml van verschillende verdunningen van het te onderzoeken virus 
werd intraperitoneaal bij muizen ingespoten. Per verdunning werden 4-6 mui-
zen gebruikt. De dieren werden gedurende een week geobserveerd en de LD50 
werd bepaald volgens Kärber. 
RESULTATEN EN BESCHOUWINGEN 
De resultaten van dit onderzoek worden samengevat in tabel 18, die laat zien 
dat verschillende virussen zich goed vermenigvuldigen in kweken van macro-
phages terwijl (zoals ook eerder is beschreven) in de lymphocytenkweken 
slechts mengovirus en VSV zich vermenigvuldigen. VSV groeide slecht in kwe-
ken van macrophagen. Dit virus was bereid in L-cellen. Na drie passages in 
macrophagenkweken bleek het aan de macrophagen te zijn aangepast en vond 
een zeer behoorlijke groei in deze cellen plaats. 
Alleen het geadapteerde virus was in staat in macrophagenkweken cytopatholo-
gische veranderingen te induceren. Voor vermenigvuldiging van VSV in PHA-
gestimuleerde lymphocyten was geen aanpassing nodig. Voor het aantonen van 
vermenigvuldiging van mengovirus in kweken van macrophagen en lymphocy-
ten was het voor beide celsystemen noodzakelijk het virus enkele malen in deze 
kweken te passeren; het aldus geadapteerde virus blijkt zowel in lymphocyten 
als in macrophagen in vrij redelijke opbrengsten te groeien. Mengovirus veroor-
zaakt ook na aanpassing slechts zeer geringe veranderingen van de macro-
phagen, bestaande uit de rangschikking van groepjes van cellen tot rozetten van 
geringe afmeting. In tegenstelling tot onze waarnemingen zijn Buck e.m. (1967) 
en Kiazimora e.m. (1968) er niet in geslaagd vermenigvuldiging van respectie-
velijk mengovirus en VSV in kweken van macrophagen van muizen aan te to-
nen. Sendai virus groeide in kweken van macrophagen zonder de cellen aan te 
tasten. Er vond daarentegen geen groei van het virus plaats in kweken van 
PHA-gestimuleerde lymphocyten. Met muize adenovirus en herpes simplex 
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FIGUUR io. Kweek van macrophagen uit de peritoneaalholte van C 3 H muizen. 
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FIGUUR п . Effect van МН -з op een kweek van macrophagen uit de peritoneaalholte van 
CiH muizen. Kenmerkend is de vorming van syncitia en reuscellen. 
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virus werd noch in kweken van macrophagen noch in lymphocytenkweken 
virusvermenigvuldiging aangetoond Beide virussen veroorzaakten in macro-
phagenkweken alleen dan geringe cytopathologische veranderingen, wanneer 
de cellen met onverdund virus werden beent Reovirus type 3 vermenigvuldigde 
zich goed in macrophagen terwijl in lymphocyten geen groei werd waargeno­
men Ook voor dit virus was voor het aantonen van vermenigvuldiging geen 
passage in macrophagen nodig Bij vergelijking van de gevoeligheid van macro­
phagen en lymphocyten voor virus (Tabel 18), valt op dat er meer virussen 
TABEL 18 Vermenigvuldiging van enkele virussen m kweken van macrophagen en van PHA-
gestimuleerde lymphocyten 
Soort celkweek Virus Virustiter (log TCID5o/ml) op 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
Macrophagen 
Lymphocyten 
sendai virus 
vsv* 
reovirus 
type 3 
mengovirus** 
herpes simplex 
virus 
МН -3 
M H v-s 
Muizeadeno-
virus 
0 
4 2 5 
5 00 
3 25 
2 75 
3 75 
4 00 
3 50 
3 50 
4 2 5 
5 00 
4 00 
3 2 5 
3 50 
3 2 5 
4 0 0 
4 2 5 
4 
2 2 5 
3 2 5 
3 00 
2 00 
2 5 0 
4 00 
3 00 
3 2 5 
3 75 
4 75 
2 2 5 
ι 25 
1 50 
1 50 
3 75 
4 0 0 
2 4 
6 75 
2 5 0 
5 75 
4 75 
4 75 
3 75 
4 25 
4 25 
1 25 
2 00 
6 2 5 
0 0 0 
0 0 0 
0 00 
3 50 
3 50 
4 8 
6 00 
1 50 
5 50 
6 2 5 
7 2 5 
3 0 0 
6 00 
4 75 
0 0 0 
0 0 0 
5 00 
0 0 0 
0 00 
0 00 
3 00 
3 2 5 
7 2 
4 2 5 
0 50 
4 5 0 
6 0 0 
7 0 0 
2 75 
5 75 
5 2 5 
0 00 
0 0 0 
3 75 
0 0 0 
0 0 0 
0 00 
2 5 0 
2 5 0 
9 6 
3 75 
0 0 0 
3 50 
5 2 5 
6 2 5 
2 00 
5 00 
4 75 
0 00 
0 00 
2 5 0 
0 00 
0 0 0 
0 00 
2 2 5 
2 00 
* Voor de proeven in macrophagen is gebruik gemaakt van een stam die enkele malen in 
macrophagen is gepasseerd (zie tekst) 
** Voor de proeven in macrophagen en lymphocyten is gebruik gemaakt van stammen die 
enkele malen in resp macrophagen en lymphocyten zijn gepasseerd (zie tekst) 
groeien in macrophagen dan in gestimuleerde lymphocyten Het verschil in ge­
voeligheid kan niet verklaard worden, door een onder invloed van PHA ver­
hoogde productie van interferon door de lymphocyten. In vier afzonderlijke 
experimenten is de bovenstaande vloeistof van één dag oude lymphocytenkwe-
ken onderzocht op de aanwezigheid van interferon Van de vier onderzochte 
media vertoonde éen een antivirale werking bij een verdunning van 1 4 Met 
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de andere media van één dag oude PHA-gestimuleerde muizelymphocyten 
werd in een verdunning van ι .4 geen significante vermindering van cyto-
pathologisch effect gevonden in L-cellen die met 100 TCID 5 0 VSV werden 
beent. Het is mogelijk dat de sterke phagocytaire activiteit van macrophagen 
verantwoordelijk is voor de grotere gevoeligheid van deze cellen. Het is ook 
denkbaar dat de oorzaak moet worden gezocht in de afwezigheid van specifieke 
receptoren aan het oppervlak van de lymphocyten. Uit recente vergelijkende 
onderzoeken naar de werking van antimacrophagenserum is vast komen te 
staan dat er zeer duidelijke antigene verschillen zijn tussen lymphocyten en 
macrophagen (Unanue, E.R. 1968, Loewi e.m. 1969, Jennings en Hughes 1969, 
Marsman e.m. 1970). Uit onze onderzoekingen blijkt dat - onder de beschreven 
in vitro omstandigheden - deze celtypen aanzienlijk verschillen in gevoeligheid 
voor verschillende virussen. 
MHV-3 is in staat naast diffuse hepatitis, ook uitgebreide necrosis van lymphoid 
weefsel van zowel milt als lympheklieren te veroorzaken (Hirano en Ruebner, 
1965). Door middel van electronen-microscopisch onderzoek hebben Biggart 
en Ruebner (1970) de aanwezigheid van MHV-3 in kleine lymphocyten van de 
witte pulpa van de milt aangetoond. Zij veronderstellen dat de lymphoïde 
necrosis bij infecties met MHV-3 het gevolg is van vermenigvuldiging van het 
virus in deze lymphocyten. Wij vonden geen vermenigvuldiging van MHV-3 ' n 
PHA-gestimuleerde lymphocyten; wel werd vermenigvuldiging van het virus in 
macrophagen aangetoond. Ook door andere onderzoekers is vermenigvuldiging 
van MHV-3 in muizemacrophagen waargenomen (Vainio 1961, Vainio en 
Judah 1962, Mallucci 1964). Naar aanleiding van het onderzoek van Bang en 
Warwick (i960) en van Gallilly e.m. (1964) die vonden dat de gevoeligheid van 
muizen voor MHV-PRI afhankelijk was van een erfelijke factor en van de 
leeftijd, hebben wij een vergelijkend onderzoek verricht naar de in vivo gevoe-
ligheid van muizen van verschillende stammen voor intraperitoneale besmetting 
met de door ons gebruikte virusstam, MHV-3. Voor het onderzoek werden 
muizen van de Swiss-, C3H- en C57B1 stam gebruikt. De dieren werden intra-
peritoneaal met 0,1 ml van verschillende verdunningen van het virus ingespo-
ten, waarbij per verdunning 6 muizen werden gebruikt. Zowel voor C3H mui-
zen, als voor muizen van de Swiss- en C57BI stam werden LD50 waarden gevon-
den die niet significant van elkaar verschilden. Voor 4 weken en 4 maanden 
oude C57BI muizen werden respectievelijk log LD50 waarden gevonden van 5, 
25 en 5,00 per 0,1 ml. Voor 4 weken oude C3H- en Swiss muizen bedroeg de 
log LD50 respectievelijk 4,50 en 5,00 per 0,1 ml. In dit licht gezien, was het feit 
dat zowel in kweken van C3H macrophagen als in kweken van macrophagen 
van Swiss muizen ongeveer even sterke vermenigvuldiging van MHV-3 werd 
gevonden niet verrassend te noemen. Ook het in beide macrophagenkweken 
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veroorzaakte cytopathologisch effect was gelijk. Het in vivo (en in vitro) gedrag 
van verschillende M H V-stammen blijkt dus uiteen te lopen. Terwijl de door 
Bangen Warwick gebruikte virusstam MHV-PRI wel pathogeen is voor muizen 
van de PRI stam, niet echter voor muizen van de C3H stam, is de door ons ge-
bruikte virusstam MHV-3 zowel voor muizen van de C3H stam als voor mui-
zen van 2 andere stammen (Swiss en C57BI) pathogeen. Ook een andere MHV-
stam (MHV-A59) bleek pathogeen te zijn voor muizen van twee stammen 
(C3H en C57BI) waarmee proeven werden verricht (Manaker e.m. 1961). 
Vervolgens hebben wij onderzoek gedaan naar de invloed van de leeftijd op de 
gevoeligheid van muizen voor MHV-S. Verschillende verdunningen van 
MHV-S werden intraperitoneaal ingespoten bij een of twee dagen oude muizen 
van de Swiss stam. De LD50 bedroeg io5· 75 per 0,1 ml. Muizen die ouder dan 
5 dagen waren, bleken volledig ongevoelig voor MHV-S, ook indien onverdund 
virus intraperitoneaal werd toegediend. Deze bevindingen stemmen overeen 
met die van Rowe e.m. (1962). Het leek ons van belang, na te gaan of de invloed 
van de leeftijd op de in vivo gevoeligheid ook bij in vitro proeven met macro-
phagen aantoonbaar was. Kweken van macrophagen uit de peritoneaalholte 
van volwassen muizen werden daartoe beent met io3-io5 TCID50 MHV-S. Er 
werden geen virusvermenigvuldiging en cytopathologische veranderingen waar-
genomen. Zestien uur na de enting was er in de kweken geen infectieus virus 
meer aantoonbaar. Daarnaast werden kweken van macrophagen van een of 
twee dagen oude muizen met MHV-S beent, ook weer met io3-io5 TCID5o-
Wij hebben voor dit onderzoek gebruik gemaakt van kweken van macrophagen 
die afkomstig waren uit de milt. De kweken werden aangelegd volgens de 
methode van Manaker e.m. (1961). Ook de macrophagen van de pasgeboren 
muizen waren ongevoelig voor MHV-S. Er werd dus door ons geen verband 
gevonden tussen de in vivo gevoeligheid van muizen en de in vitro gevoeligheid 
van macrophagen. Hierbij dient te worden opgemerkt, dat ons onderzoek be-
trekking had op de door de leeftijd bepaalde gevoeligheid. De stelling - die door 
het onderzoek van Bang en Warwick wordt gesuggereerd - dat primair macro-
phagen verantwoordelijk zijn voor de gevoeligheid van muizen voor MHV, 
lijkt dus in zijn algemeenheid niet juist te zijn. 
Door Papadimitrou (1965) is aangetoond dat reovirus type 3 voorkwam in 
insluitlichaampjes in monocyten van muizen die met dit virus intraperitoneaal 
waren geïnoculeerd. Deze cellen werden door de Kuppferse cellen die de lever-
sinussen begrenzen gephagocyteerd, waarna het leverparenchym door het virus 
werd aangetast. In onze experimenten hebben wij kunnen aantonen dat reovirus 
type 3 in staat is in macrophagenkweken te groeien en dat het in deze kweken 
cytopathologische veranderingen induceert. Deze in vitro bevinding klopt met 
de in vivo situatie. De eigenschap van macrophagen en in mindere mate van 
84 
lymphocyten om als gastheercel te fungeren voor een groot aantal virussen is 
van belang met het oog op het verloop van een virusziekte ; het zich vermenig-
vuldigen van het virus in circulerende cellen kan immers aanleiding zijn tot 
verspreiding van het infectieuze agens met secundaire infectie van andere weef-
sels en organen. 
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S A M E N V A T T I N G 
Kweken van lympheklierlymphocyten en kweken van macrophagen uit de 
peritoneaalholte van muizen werden gebruikt voor een onderzoek naar de 
relatie tussen virus en deze cellen. 
Wij hebben allereerst onderzocht de betekenis van het milieu voor de door PHA 
geïnduceerde reactie van muizelymphocyten. Uit de dosis-werkingscurve voor 
PHA blijkt, dat optimale stimulatie bereikt wordt met een concentratie van 
0,3 % PHA in het kweekmedium. De maximale reactie wordt gevonden na een 
kweekperiode van 48 uur. De reactie van muizelymphocyten op PHA bleek 
sterk afhankelijk te zijn van soort en concentratie van het gebruikte serum. Zeer 
hoge incorporatiewaarden van 3H-thymidine werden waargenomen in kweken 
waaraan lage hoeveelheden (5 %) serum afkomstig van foetale kalveren, kalve-
ren, paard of mens waren toegevoegd. Een verhoging van de serumconcentratie 
tot 10 % of hoger had een duidelijk remmende invloed op de stimulering door 
PHA. Dit was niet te wijten aan verschillen in overleving der cellen. Een bijna 
volledige remming van de stimulering door PHA werd waargenomen wanneer 
homoloog serum en serum van verwante species namelijk cavia, rat en hamster 
aan de kweken werden toegevoegd. Muizesera hadden ook een remmende in-
vloed op de reactie van menselijke lymphocyten op PHA. Daarentegen veroor-
zaakten sera van cavia, rat en hamster die wel de stimulering van muize-
lymphocyten onderdrukten, geen remming van de 3H-thymidine-opname van 
menselijke lymphocyten. Langdurig bewaren van sera bij —20 еС had geen 
noemenswaardige invloed op de incorporatiewaarden van 3H-thymidine. Van 
de onderzochte media bleken RPMI 1630, RPMI 1640 en Eagle's 'minimal 
essential medium for suspension culture' het best te voldoen. Door PHA ge­
stimuleerde muizelymphocyten waren gevoelig voor VSV en mengovirus. De 
andere onderzochte virussen, sendai virus, reovirus type 2, reovirus type 3, 
herpes simplex virus, MHV-3, MHV-S, muize-adenovirus en Polyomavirus 
groeiden niet in deze kweken. De vermenigvuldiging van mengovirus in gesti­
muleerde lymphocyten nam toe na enkele passages van dit virus in lymphocy-
tenkweken. De groei van VSV en mengovirus in lymphocyten was afhankelijk 
van de mate van stimulering van de lymphocyten door PHA: In kweken waarin 
de incorporatiewaarden van 3H-thymidine maximaal waren, werden hoge 
virustiters gevonden terwijl in niet of weinig gestimuleerde kweken geen signi­
ficante virusvermeerdering werd waargenomen. De reactie van lymphocyten op 
PHA werd door de meeste virussen geremd. Dit kon verklaard worden door het 
cytopathologisch effect van deze virussen op deze kweken. 
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De virussen die in lymphocytenkweken zijn bestudeerd, zijn tevens gebruikt 
voor proeven met macrophagen. Hiervoor werden macrophagen gebruikt die 
afkomstig waren uit de peritoneaalholte van muizen. De 72 uur oude aaneen­
gesloten macrophagen-monolagen werden, met verschillende verdunningen van 
sendai virus, VSV, reovirus type 3, mengovirus, herpes simplex virus, muize-
adenovirus, MHV-3 en MHV-S beent. Van deze virussen waren VSV, mengo­
virus, sendai virus, reovirus type 3 en MHV-3 ш staat zich in macrophagen te 
vermenigvuldigen. Het bleek dus dat macrophagen voor meer virussen gevoelig 
waren dan lymphocyten. Door middel van in vivo studies hebben wij aange­
toond dat de door ons gebruikte stam van het mouse hepatitis virus (MHV-3) 
pathogeen is voor verschillende muizestammen (C3H, C57B1 en Swiss). Er was 
geen verschil in gevoeligheid tussen deze muizestammen. Bang en Warwick 
(i960) hebben met een andere virulente stam van het mouse hepatitis virus 
(MHV-PRI) aangetoond dat dit virus pathogeen is voor muizen van de PRI 
stam, maar niet voor muizen van de C3H stam. De 'hoste range' van de ver­
schillende MHV-stammen blijkt dus uiteen te lopen. 
Wij hebben tenslotte een onderzoek gedaan naar de invloed van de leeftijd op 
de gevoeligheid van muizen voor MHV. De stam MHV-S werd gebruikt. Pas­
geboren muizen waren gevoelig, muizen ouder dan 5 dagen ongevoelig. Wij 
vonden geen verband tussen de in vivo gevoeligheid van muizen en de in vitro 
gevoeligheid van macrophagen. De op het onderzoek van Bang en Warwick 
(i960) gebaseerde stelling dat macrophagen primair verantwoordelijk zijn voor 
de gevoeligheid van muizen voor MHV lijkt dus in zijn algemeenheid niet juist. 
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S U M M A R Y 
PHA stimulated mouse lymphocyte cultures and mouse peritoneal macrophage 
cultures were used for studies on the interaction between viruses and these cells. 
As a preliminary step, we have adapted mouse lymphnode lymphocytes to 
culture. The media and culture conditions required for in vitro stimulation of 
mouse lymphocytes are described. There is a dose dependent response of the 
lymphocytes to PHA, optimal stimulation taking place at a concentration of 
0.3 % PHA in the culture medium. The peak response takes place after a 
cultivation period of 48 hours. The response to PHA of mouse lymphocytes 
was strongly dependent on source and concentration of the serum used to 
supplement the cultures. No significant incorporation of 3H-thymidine is found 
in cultures to which no serum was added. On the other hand, optimal PHA 
induced proliferation was noted, when low concentrations (5 %) of foetal calf, 
calf, horse or human serum were used. An increase of the serum concentration 
to values of 10 % or more clearly reduced the response. These differences in 
PHA reactivity could not be accounted for by differences in survival rate of the 
cells. An almost complete inhibition of the response was found when homo-
logous sera and sera from related species, namely rat, guinea pig, and hamster, 
were added to the cultures. Mouse sera also failed to support the PHA response 
of human lymphocytes, while the other rodent sera, which were inhibitory to 
the PHA reaction of mouse lymphocytes did not inhibit the PHA response of 
human lymphocytes. The length of storage of sera at —20°C had only minimal 
effect on the 3H-thymidine incorporation of stimulated mouse lymphocytes. 
Of the media tested, best results were obtained with those of the RPMI series 
and with Eagle's minimal essential medium for suspension culture. Regular 
changes of medium during the cultivation period enhanced the response. 
PHA stimulated mouse lymphocytes were capable of supporting the replication 
of VSV and mengovirus. Of the other viruses tested, sendai virus, reovirus 
type 2, reovirus type 3, herpes simplex virus, mouse hepatitis virus (MHV-3) 
mouse hepatitis virus (MHV-S) mouse adenovirus and Polyomavirus failed to 
replicate. The replication of mengovirus was enhanced after serial passages in 
mouse lymphocyte cultures. Replication of VSV and mengovirus in lympho-
cytes was dependent on the activation of cellular metabolism by PHA, peak 
viral titers being obtained in cultures stimulated with optimal PHA concentra-
tions. Viral replication was absent in lymphocyte cultures treated with PHA 
doses that were unable to stimulate 3H-thymidine uptake. The PHA response 
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was inhibited by most of the viruses. The inhibiton could be accounted for by 
the decrease in cell viability by these viruses. 
The same viruses used for the studies with mouse lymphocytes were employed 
to study the interaction of viruses with macrophage cultures. VSV, mengovirus, 
sendai virus, reovirus type 3 and MHV-3 replicated in these cultures. Herpes 
simplex virus, mouse adenovirus and MHV-S failed to replicate in the macro-
phages. In in vivo studies we demonstrated that the MHV-3 strain of mouse 
hepatitis virus is pathogenic for three different strains of mice (C3H, C57BI and 
Swiss Strain). No significant difference in susceptibility of these mouse strains 
to this virus could be shown. In contrast, other investigators (Bang and Warwick 
i960) have demonstrated that the MHV-PRI strain of mouse hepatitis virus is 
pathogenic for mice of the PRI strain but non-pathogenic for mice of the C3H 
strain. We have also investigated the influence of age on the susceptibility of 
mice to another strain of mouse hepatitis virus, MHV-S. Newborn mice were 
susceptible to MHV-S, while 5 day old mice were unsusceptible. We found no 
evidence for the correlation of age-dependent susceptibility in vivo with ma-
crophage susceptibility to MHV-S in vitro. 
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STELLINGEN 
I 
Wanneer in in vitro proeven met lymphocyten van patiënten die lijden aan 
demyeliniseringssyndromen overgevoeligheid tegen centraal en peripheer zenuw-
weefsel wordt aangetoond, moet er rekening mee worden gehouden dat de 
gevonden reactiviteit ook het gevolg kan zijn van zenuwweefselbeschadiging 
die niet veroorzaakt wordt door een auto-immuun reactie. 
II 
Een toegenomen proliferatieve reactie van lymphocyten na stimulering met een 
specifiek antigeen behoeft niet altijd te berusten op een overgevoeligheid van 
het vertraagde type voor dit antigeen. 
I l l 
Ter beperking van de kans op infectie met serumhepatitis op klinisch-chemische 
en andere laboratoria moeten materialen van patiënten die Au-positief zijn, in 
plastic verpakt naar het laboratorium worden vervoerd, terwijl ook extra-sig-
nalering op de aanvraagformulieren aanbeveling verdient. 
IV 
De therapeutische waarde van toediening van gamma globuline ter voor-
koming van serumhepatitis is dubieus. 
V 
Voor de behandeling van ernstige Pseudomonas aeruginosa infecties bij patiën-
ten met verlaagde weerstand verdient een combinatietherapie met carbenicilline 
en gentamycine de voorkeur. 
VI 
Alleen de arts-bacterioloog is in staat de uit klinisch microbiologisch onderzoek 
verkregen gegevens volledig te interpreteren tegen de achtergrond van medische 
gegevens. 
Medisch Contact, 9 juli 1971 
VII 
Herpes zoster moet worden beschouwd als een besmettelijke ziekte die, vooral 
op afdeling waar immunosuppressiva worden gebruikt, aanleiding kan geven 
tot ziekenhuisinfecties. 
VIII 
Cytomegalovirus zal indien niet spoedig een vaccin wordt ontwikkeld de plaats 
van rubellavirus gaan innemen als de belangrijkste verwekker van door virus 
geïnduceerde embryopathiën. 
IX 
Monocyten worden te weinig gebruikt als in vitro celsysteem voor de isolatie 
van virussen die zich niet of moeilijk vermenigvuldigen in bekende primaire en 
continue celkweken. 
X 
Bij het voorschrijven van geneesmiddelen is het noodzakelijk dat de patiënt op 
de hoogte wordt gesteld van eventueel optredende bijwerkingen van het phar-
macon en de in acht te nemen voorzorgsmaatregelen. 
XI 
Het door artsen in de aanwezigheid van patiënten aanspreken van co-assistenten 
met mijnheer berust op de irrationele gedachte dat de doktersclan een elite-
clubje is met rekwisieten die pas na een volledige initiatie voor de nieuw inge-
wijde ter beschikking komen. 
J. M. EUSTATIA Nijmegen, 8 oktober 1971 


